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array based comparative genome hybridization)  
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DOID Identifikacijska številka ontologije za bolezni (angl. Disease Ontology 
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IVF umetna oploditev in vitro (angl. in vitro fertilization) 
Kbp kilo bazni par  
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MALDI-
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1 UVOD 
Moška neplodnost je vzrok za približno polovico neplodnosti parov in prizadane enega od 
sedmih parov v Evropski populaciji. Ko moški neplodnosti ni mogoče pripisati vzroka, 
oziroma definirane vzroke lahko izključimo iz obravnave, se jo opredeli kot nepojasnjeno. 
Definirani dejavniki so kongenitalni, kot je anorhija (angl. anorchia), kriptorhizem (angl. 
cryptorchidism), kongenitalna obojestranska odsotnost semenovoda (angl. congenital 
bilateral absence of the vas deferens, CBAVD), genetske nepravilnosti, povezane s 
specifičnim sindromom, ali pridobljeni, kot so travme mod, torzije ali zasuki mod, post-
vnetne oblike, obstrukcije, ponavljajoče urogenitalne infekcije, prostatitis, 
prostatovescikulitis, zunanji dejavniki, sistemske bolezni, varikokela (angl. varicocele), 
operacije, ki lahko poškodujejo ožilje mod, disfunkcije erekcije ali izliva, pridobljen 
hipogonadotropni hipogonadizem (angl. hypogonadotrophic hypogonadism) ali endokrini 
dejavniki (Krausz, 2011). Pojav se fenotipsko izrazi na različne načine: kot 
oligozoospermija (angl. oligozoospermia) (s koncentracijo spermijev <15×10
6
/ml in 
celotnim številom spermijev <39×106/ml), astenozoospermija (angl. asthenozoospermia) 
(<32% normalno gibajočih se spermijev), teratozoospermija (angl. teratozoospermia) 
(<4% morfološko normalnih semenčic), oligoastenoteratozoospermija (angl. 
oligoasthenoteratozoospermia) (motnje vseh treh parametrov), azoospermija (angl. 
azoospermia) (brez spermijev v izlivu), aspermija (angl. aspermia) (ni izliva) in 
levkocitospermija (angl. leukocytospermia) (>1×10
6 
ml levkocitov v izlivu) (Krausz, 
2011). Pri 15 do 30 % moške neplodnosti so razlog nepravilnosti v deoksiribonukleinske 
kisline (angl. deoxyribonucleic acid, DNA). Te skupaj z molekularnimi defekti motijo 
hormonsko ravnovesje, spermatogenezo in kvaliteto sperme. Najpogosteje poročani 
genetski vzroki so kromosomske nepravilnosti, polimorfizmi posameznih nukleotidov 
(angl. single nucleotide polymorphisms; SNP), poligenski ali genetske spremembe z več 
dejavniki, vključno z delecijami in mikrodelecijami kromosoma Y, spremembe v  
kromosomu X, mitohondrijski DNA (angl., mitochondrial DNA , mtDNA) in hormonske 
motnje genetskega izvora (Reijo in sod., 1995, Meschede and Horst, 1997, Shamsi in sod., 
2011, Peterlin in sod., 2002, Walsh in sod., 2009). Predmet razprave je bila tudi možnost, 
da so motnje v spermatogenezi le en vidik bolj sistemskega problema, povezanim s 
povečano genomsko nestabilnostjo (Aston and Carrell, 2012). Kljub kompleksnosti 
podatkov, ali pa ravno iz tega razloga, še ni podatkovne zbirke, ki bi zajemala podatke 
vseh vidikov moške neplodnosti pri sesalcih, njen obstoj pa bi zelo pripomogel k razvoju 
področja. Upoštevajoč tveganje za prenos starševskega genotipa na potomce, bi takšna 
podatkovna zbirke omogočila kvantifikacijo tega tveganja. 
Med pregledom literature in iskanjem podatkov smo ugotovili, da je navajanje rezultatov v 
študijah zelo nekonsistentno, kar je razumljivo glede na široko raziskovalno področje in in 
raznolike raziskovalne pristope. Iz tega razloga je  zbiranje podatkov iz publikacij zelo 
zahtevno, informacije je potrebno iskati v glavnem besedilu ali pa so na voljo v 
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dopolnilnih tabelah, ki niso zadostno opremljene z osnovnimi genetskimi informacijami. 
Te je potrebno pridobivati ali pridobiti ročno iz drugih podatkovnih zbirk. V nekaterih 
primerih rezultati študij niso dokončni, kar oteži uporabo rezultatov v nadaljnih študijah. 
Raziskovalci za opis uporabljajo različno terminologijo za iste metode ali rezultate, opisi 
metodologije so nenatančni. Vsak podatek je potrebno pridobiti ročno, kar je zamudno. 
Klinična potreba po novih metodah odkrivanja vzrokov za moško neplodnost je velika, saj 
parametri konvencionalnih analiz semena zanesljivo ne predvidijo težav ali uspešne 
nosečnosti po zdravljenju neplodnosti. Zato raziskovalci vztrajno iščejo nove načine, prvi 
korak k bolj uspešni identifikaciji težav pa je poenotenje znanja in bolj pregledno in 
učinkovito zbiranje podatkov raziskav. Kljub povečevanju števila objav, podatkov in tipov 
lokusov, povezanih z neplodnostjo,  do sedaj še ni bila podana nobena pobuda za 
standardizacijo poročanja in urejanja podatkov v obliki podatkovne zbirke, ki bi lahko 
bistveno pripomogla k razvoju področja in hitrejšemu odkrivanju biooznačevalcev. 
1.1 NAMEN NALOGE 
1. Glavni namen naloge je bil zbrati genomske lokuse, povezane z moško neplodnostjo 
pri izbranih vrstah sesalcev in jih urediti v obliki podatkovne zbirke. S pristopom 
primerjalne integromike smo združili heterogene genomske podatke ne glede na 
raziskovalni pristop, s katerim so bili pridobljeni.  
2. Zaradi izjemne heterogenosti podatkov v znanstveni literaturi smo želeli oblikovati 
pobudo za poenotenje objavljanja rezultatov na  področju genetike moške neplodnosti. 
Pregled literature in pobuda za poenotenje poročanja rezultatov v študijah bosta 
olajšala razvoj sistemskih pristopov za raziskave na področju genetike moške 
neplodnosti. Razvita zbirka predstavlja tudi vzorec za poenotenje prikaza rezultatov za 
raziskovalce drugih področij, z namenom da se naredi naraščajoče količine podatkov 
bolj jasne, transparentne in dostopne. Tako urejene podatke se lahko enostavno 
uporabi za nadaljnje funkcionalne in bioinformacijske analize.  
3. Z uporabo bioinformacijskih orodij smo izvedli analizo povezave zbranih lokusov z 
biološkimi potmi, v katere so udeleženi, s sindromi in boleznimi ter s tem želeli 
prispevati k razumevanju molekularnih mehanizmov sopojavnosti bolezni. 
4. Želeli smo ugotoviti, če je možno na avtosomnih kromosomih določiti nove 
kandidatne regije AZF (regija dejavnika za azoospermijo; angl. azoospermia factor 
region). Izvedli smo analizo genomske razporeditve lokusov in iskali genomske 
lokacije, manjše od 1,6 Mbp, z večjo pogostnostjo dejavnikov tveganja za genetske 
variacije moško neplodnost. Velikostno mejo smo določili v skladu z obsegom 
predhodno določenih mikrodelecij regije AZFc, ki se nahajajo na kromosomu Y. 
5. Želeli smo izbrati prednostni set SNP-jev,  ki bi jih bilo v prihodnje smiselno testirati 
pri raziskavah in bi predstavljali osnovo za nadaljnji razvoj genetskega diagnostičega 
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testa za moško neplodnost.  Set SNP-jev predstavlja prvi korak k oblikovanju 
standardnega seta za tarčno sekvenciranje genoma neplodnih bolnikov.  
1.2 HIPOTEZE 
1. Na osnovi zbranih in dopolnjenih rezultatov študij na področju moške neplodnosti je 
mogoče oblikovati pobudo za poenotenje oblikovanja rezultatov v znanstveni 
literaturi. Možno je izbrati minimalno število bistvenih informacij, za katere je 
priporočljivo, da so na voljo v znanstvenih publikacijah s področja genetike moške 
neplodnosti. 
2. Z analizo zbranih lokusov je možno identificirati značilno povezane biološke poti, ki 
bi jih bilo možno razviti v biooznačevalce (angl. pathway-based biomarkers).  
3. Na avtosomnih kromosomih je možno določiti kandidatne regije AZF, ki obsegajo 
manj kot 1,6 Mbp in vsebujejo vsaj tri lokuse, povezane z moško neplodnostjo. 
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2 PREGLED OBJAV 
Spermatogeneza je kompleksen proces multiplikacije celic in diferenciacije, preko katere 
moške spolne celice dozorijo iz matičnih spermatogonijev v semenčice z visoko specifično 
funkcijo. Spermatogenezo lahko razdelimo v tri faze: mitotsko fazo (proliferacija in 
diferenciacija spermatogonijev), mejotsko fazo (diferenciacija spermatocit) in 
spermiogenezo (diferenciacija haploidnih spolnih celic iz okroglih spermatid v podaljšane 
spermatide in semenčice) (Yan in sod., 2010). Znotraj semenskih tubulov so razvijajoči se 
spermatogoniji, spermatocite in spermatide v tesnem kontaktu s citoplazmo Sertolijevih 
celic, ki podpirajo proces (Ahmed in de Rooij, 2009). Mejoza je unikatna za spolne celice 
in spermiogeneza je unikatna razvoju moških spolnih celic. Unikatni procesi pogosto 
zahtevajo unikatne gene in produkte genov za izvajanje procesov. To razloži dejstvo, da je 
kar okrog 10 odstotkov vseh genov, ki kodirajo proteine, usmerjenih v regulacijo 
spermatogeneze, samo spermiogeneza pa vključuje 500 genov, specifičnih za moda 
(Schultz in sod., 2003). 
Druga značilnost kontrole izražanja genov med spermiogenezo je ločevanje prepisovanja 
in prevajanja, kar izhaja iz dejstva, da morajo biti geni, ki so zadolženi za pozno 
spermiogenezo, prepisani v okroglih spermatidah, ki so predhodna razvojna stopnja. Na 
prelomu teh dveh razvojnih stopenj se prepisovanje preneha, prične pa se podaljševanje 
jedra in kondenzacija. Tako je prepisovanje najbolj dejavno v časovnem oknu med 
razvojem spermatocid v okrogle spermatide v spermatogenezi. Transkripti so nato 
stabilizirani in shranjeni, dokler niso prepisani v kasnejših stopnjah, ko se pokaže potreba 
proteinih (Sassone-Corsi, 2002). 
Dejavniki prepisovanja (angl. transcription factors, TF) so kritični regulatorji izražanja 
genov (angl. gene expression) in služijo kot stikala, ki kontrolirajo časovno-prostorsko 
izražanje genov med specifičnimi celičnimi procesi (Sassone-Corsi, 2002). Glede na to, da 
je toliko genov v modih vpletenih v produkcijo sperme, je pričakovano, da izražanje genov 
v spermatogenezi uravnavajo dejavniki prepisovanja, ki so specifični za moda. Na 
področju odkrivanja genov v kombinaciji s tehnologijo izbijanja genov (angl. knock-out, 
KO) so bili identificirani številni dejavniki prepisovanja, ki so preferenčno ali ekskluzivno 
izraženi v modih in so potrebni za različne faze razvoja moških spolnih celic (Matzuk in 
Lamb, 2008). Dejavniki prepisovanja, kot so ZBTB16 (Costoya in sod., 2004), SOX3 
(Weiss in sod., 2003) in SOHLH (Ballow in sod., 2006), so bistveni za mitotsko fazo 
spermatogeneze in odsotnost teh dejavnikov prepisovanja povzroči odsotnost 
spermatogonijev in sčasoma sindrom Sertolijevih celic: moda ki vsebujejo samo 
Sertolijeve celice. Dejavnik CREM je bistven za post-mejotski razvoj spolnih celic in 
pomanjkanje tega dejavnika prepisovanja vodi do zastoja v prvem koraku spermiogeneze. 
CREM deluje kot glavno stikalo za gene, ki so potrebni za razvoj haploidnih spolnih celic, 
vključno z dejavniki PRM1, PRM2, TNP1 in TNP2 (Blendy in sod., 1996). Gen TBPL1 je 
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prav tako potreben za spermiogenezo, inaktivacija proteina Tbpl1 pa povzroči popoln 
zastoj spermiogeneze. Veliko genov, ki so pod kontrolo TBPL1 ni izraženih pri miših z 
izbitim genom (Martianov in sod., 2001). Yan in sod. (2010) so ugotovili, da tudi gen 
ZMYND15 kodira protein, ki se izraža samo v haploidnih spolnih celicah med 
spermatogenezo. Inaktivacija gena ZMYND15 pri miši povzroči motnje pozne 
spermiogeneze, kar povzroči azoospermijo in moško neplodnost (Yan in sod., 2010). 
Rutinska diagnostika genetskih variacij CFTR se izvaja pri moških s kongenitalno 
obojestransko odsotnostjo semenovoda, medtem ko je v primeru hipogonadizma potrebno 
preiskati več kandidatnih genov, ki so vpleteni v migracijo, razvoj, izločanje in odzivnost 
hormonskega receptorja, ki sprošča gonadotropin. Vzroki za 40 odstotkov primarne 
odpovedi mod pa tudi po celostni diagnostiki (vključno z genetskim testiranjem) ostanejo 
neznani in takšna neplodnost se imenuje 'idiopatska'. Iskanje genetskih dejavnikov s 
poudarkom na polimorfizmih pri neplodnih bolnikih se je povečalo v poznih 1990-ih, saj 
se je ta pristop izkazal za uspešnega pri nekaterih drugih kompleksnih boleznih (Smith in 
Newton-Cheh, 2015; Riggs in sod., 2014). 
Področje moške neplodnosti je vstopilo v obdobje intenzivnega iskanja genetskih tveganj, 
večinoma SNP-jev, spremenljivih števil tandemskih ponovitev (angl. variable number 
tandem repeats; VNTR), različic v številu kopij (angl. copy number variations; CNV) na 
kromosomu Y. Rezultati, ki so bili pridobljeni do leta 2007, so bili povzeti v meta-analizi 
(Tüttelmann in sod., 2007), kjer so poročali o značilni povezanosti genetskih dejavnikov z 
moško neplodnostjo le v dveh primerih: pri delni deleciji v regiji AZFc na kromosomu Y 
(delecija gr/gr) in SNP-ju rs1801133 (677C>T) v genu MTHFR. V obdobju do leta 2008 je 
bilo za mnogo SNP-jev na voljo le posamezne študije, na podlagi katerih ni mogoče priti 
do zaključkov ali pa so bili rezultati za isti SNP iz različnih laboratorijev neskladni (Nuti in 
Krausz, 2008). Uporabljali so se raziskovalni pristopi, pri katerih testirajo skupino 
neplodnih bolnikih in kontrolno skupino plodnih ter gledajo ali je moč najti razlike v SNP-
jih preučevanega gena. V ta namen se uporabljajo metode kot je: neposredno (direktno) 
sekvenciranje, analiza konformacijskih polimorfizmov enojnih verig (angl. single strand 
conformation polymorphism; SSCP), pirosekvenciranje, ki mu sledi elektroforeza in 
metoda PCR-RFLP (verižna reakcija s polimerazo, kateri sledi polimorfizem dolžin 
restrikcijskih fragmentov; angl. polymerase chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism). Po letu 2009 so se pojavili novi pristopi raziskovanja na ravni celotnega 
genoma, kot so SNP-mikromreže, na mikromrežah osnovana primerjalna genomska 
hibridizacija (angl. srray-comparative genomic hybridization; aCGH) in sekvenciranje 
naslednje generacije (angl. next generation sequencing; NGS), kar je prineslo do novega 
pomembnega znanja, vključno z redkimi genetskimi variantami (Krausz in sod., 2015; 
Aston in sod., 2010). Kot na drugih področjih medicine, tarčno iskanje SNP-jev ali genskih 
variacij temelji na na pristopu iskanja kandidatnih genov. Ta pristop je olajšala tudi 
naraščajoča količina podatkov, pridobljenih iz raziskav modelnih organizmov, 
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transkriptomskih in proteomskih analiz vzorcev izražanja, povezanih z spermatogenezo, 
kar skupaj s podatki, pridobljenimi z asociacijskimi študijami na ravni celotnega genoma 
(angl. genome-wide association study; GWAS), predstavlja glavni vir za genetske študije 
pri človeku. Manjšina SNP-jev, preiskovanih pred letom 2008, je bila podvržena 
naknadnim študijam, velika večina je na novo odkritih. Okrog 70 odstotkov SNP-jev je 
povezanih z geni, ki imajo vlogo v običajnih procesih, vendar so relevantni tudi v spolnih 
celicah, kot so na primer procesi apoptoze, popravljalni mehanizmi DNA, detoksifikacija 
okoljskih molekul, odziv na reaktivne kisikove spojine itd. Seveda so najboljši kandidatni 
geni tisti, ki se specifično izražajo v spolnih celicah, tisti s specifično funkcijo v 
spermatogenezi ali pomembno vlogo v mejozi ali regulaciji hormonov v modih (Krausz in 
sod., 2015). 
Genetski vzroki pri moški neplodnosti poleg sprememb na ravni gena vključujejo tudi 
večje spremembe na ravni kromosomov, na primerih, mikrodelecije kromosoma Y in 
epigenetske spremembe. Neplodni bolniki imajo povišano pojavnost kromosomskih 
nepravilnosti, zlasti anevploidije (znižano ali povišano število kromosomov), s pojavnostjo 
od 2 do 15 odstotkov, odvisno od klinične slike (Ferlin in sod., 2007). Kromosomska 
rekombinacija med mejozo ni bistvena le za evolucijo, pač pa tudi za pravilno ločevanje 
kromosomov med spermatogenezo. Ni presenetljivo, da imajo neplodni bolniki bolj 
pogosto neuspešne rekombinacije (Gonsalves in sod., 2004) in spermalno anevploidijo, 
tudi ko so parametri klasične analize spermijev povsem normalni (Ramasamy in sod., 
2015). Medtem ko pri avtosomnih kromosomih lahko do rekombinacije pride po celotni 
dolžini, so kromosomi X in Y omejeni z majhnimi homolognimi pseudoavtosomnimi 
regijami (Hinch in sod., 2014). To razloži dejstvo, da so anevploidije spolnih hormonov 
najbolj pogoste genetske spremembe pri bolnikih. Druge kromosomske spremembe, ki 
povzročajo moško neplodnost so translokacije in inverzije (Neto in sod., 2016). 
Metodološki pristopi, najpogosteje uporabljeni za odkrivanje kromosomskih napak, je 
molekularno-citogenetska metoda aCGH, ki omogoča primerjavo preiskovancev s kontrolo 
(referenčnim vzorcem). Vzorce označimo s fluorescenco in tako vidimo ali je pri vzorcu v 
primerjavi s kontrolo prišlo do izgube ali pridobitve genetskega materiala (Noveski in sod., 
2013; Papoulidis in sod., 2013; Yakut in sod., 2013; Grzesiuk in sod., 2016; Stouffs in 
sod., 2016). Z metodo lahko zaznamo le neuravnotežene kromosomske nepravilnosti, 
recipročne translokacije ali inverzije pa ne zaznamo, saj ne pokažejo razlik v kopijah 
genov. V uporabi je še metoda barvanja po Giemsi (angl. G banding; Giemsa banding), ki 
nam omogoči vizualno razlikovanje med različnimi regijami na kromosomu; 
citogenetskimi progami. Regije, bogate z A in T, močneje vežejo barvilo, vsak kromosom 
pa ima značilen vzorec barvanja, zato lahko opazujemo tudi translokacije (Poli in sod., 
2016; Zhang in sod., 2015). V študijah se uporablja tudi fluorescenčna in situ hibridizacija 
(angl. fluorescence in situ hybridization; FISH), s katero na dele kromosoma vežemo 
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flourescentne molekularne sonde (angl. probe) z visoko stopnjo komplementarnosti 
(Suganya in sod., 2015).  
Področje evkromatina dolge ročice kromosoma Y (Yq11) vsebuje regijo AZF (regija 
dejavnika za azoospermijo, angl. aoospermia factor region), kjer so geni, ključni za 
spermatogenezo. Te geni so razdeljeni v tri glavne skupine: AZFa, AZFb in AZFc (Slika 1) 
(Vogt in sod., 1996). Najbližja centromeri je regija AZFa, AZFc je najbolj oddaljena, 
AZFb pa je na vmesni lokaciji. V nekaterih publikacijah obravnavajo še četrto regijo 
AZFd, ki se prekriva z regijama AZFb in AZFc (Tahmasbpour in sod., 2014). Regija AZFa 
obsega 1100 Kbp (Foresta in sod., 2000), AZFb obsega okrog 3,2 Mbp, vendar se 1,5 Mbp 
prekriva z AZFc (Yu in sod., 2015), ki obsega 3,5 Mbp. AZFc je območje najpogostejših 
mikrodelecij, ki so poimenovane gr/gr (1,6 Mbp), b1/b3 (1,6 Mbp) in b2/b3 (1,8 Mbp 
(Bansal in sod., 2016). Vse mikrodelecije so prisotne so pri 10 odstotkih bolnikih z 
neobstruktivno azoospermijo (angl. nonobstructive azoospermia; NOA) in pri 5 odstotkih 
tistih z resno oligozoospermijo (Navarro-Costa, 2012). Do danes so mikrodelecije na AZF 
edini CNV-ji, ki imajo jasno dokazano povezavo z neplodnostjo in so klinično 
signifikantni (Krausz in sod., 2014). Različice v številu kopij so razred strukturnih variacij, 
ki lahko vključujejo pridobitev ali izgubo homolognih sekvenc na več mestih v genomu. 
Te variacije predstavljajo kar 12 odstotkov humanega genoma in predstavljajo primaren vir 
individualne variabilnosti genomov (Redon in sod., 2006). Takšne variacije so lahko tudi 
vir funkcionalnih učinkov in bolezenskih fenotipov, tako da zmotijo genetsko zaporedje in 
indirektno vplivajo na prepisovanje genov. Postavljena je bila hipoteza, da določeni CNV-
ji lahko povzročijo okvare pri rekombinaciji, še posebej tisti na psevdoavtosomnih regijah 
(PAR) in tako zmotijo mejozo ter produkcijo spolnih celic (Krausz in sod., 2014). Za 
analizo CNV-jev se največ uporablja metoda aCGH na ravni celotnega genoma 
(Tüttelmann in sod., 2011) ali z visoko resolucijo na kromosomu X (Krausz in sod., 2012). 
Epigenetika je področje, ki se ukvarja z raziskovanjem večih procesov, ki spremenijo 
izražanje genov (ekspresijo genov), brez da bi spremenili zaporedje DNA. Ti procesi 
vključujejo metilacijo DNA, potranslacijske histonske modifikacije, preurejanje kromatina 
in regulacije mikro RNA (miRNA). Epigenetski dejavniki se lahko prenašajo iz roda v rod 
ali pa so reverzibilne narave. Spremembe epigenetskih dejavnikov so omenjene v 
patofiziologiji večih stanj moške neplodnosti in so najverjetneje odgovorne za kar nekaj 
primerov idiopatske neplodnosti. Iz tega področja se bodo najverjetneje razvila nova 
diagnostična in terapevtska orodja (Dada in sod., 2012). Različne molekule RNA, ki so 
prisotne v spermatidah, nastanejo v zgodnji spermatogenezi ali med spremiogenezo in 
služijo kot zgodovinska kartoteka. Tesno kondenzirano jedro spermija je transkripcijsko 
neaktivno in vsebuje mRNA, protismiselne RNA in miRNA, ki so bile prepisane pred 
inaktivacijo. Nedavni napredki v tehnologijah v transkriptomiki so omogočili študije 
izražanja genov z uporabo mikromrež, qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v 
realnem času (angl. quantitative polymerase chain reaction), analiza hibridizacije in situ 
8 
Traven E. Izdelava podatkovne zbirke kandidatnih lokusov za reprodukcijo pri moškem spolu sesalcev. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
(angl. in situ hybridization analysis; ISH) (Tahmasbpour in sod., 2014). Bioinformacijska 
analiza v študiji Krawetz in sod. je razkrila, da je v človeški semenčici prisotnih veliko 
razredov majhnih molekul RNA. Med njimi najdemo miRNA (približno 7 odstotkov), 
molekule piRNA (angl. P-element-induced wimpy testis-interacting RNA) (približno 17 
odstotkov) in še nekatere druge molekule RNA, kot so npr. rasiRNA (angl. repeat-
associated small interfering RNAs) (približno 65 odstotkov) (Krawetz in sod., 2011).  
Z zavedanjem, da so v spermatogenezo vključene številne molekule RNA, so se raziskave 
hitro osredotočile tudi na majhne regulatorne RNA in njihovo funkcijo v procesih. Mikro 
RNA so razred kratkih (20 – 23 nukleotidov) enovijačnih nekodirajočih zaporedij. 
Uravnavajo izražanje več genov, ki kodirajo proteine. Mehanizmi njihovih dejavnosti so še 
vedno predmet razprav, vendar pa je znano, da vključujejo direktno uničenje tarčnih 
mRNA, utišanje translacije ali prevajanja DNA in druge indirektne poti za inhibicijo 
sinteze proteinov (Ambros, 2004). Ugotovljeno je bilo, da človeške semenčice sestavlja 7 
odstotkov miRNA, 17 odstotkov piRNA in 65 odstotkov rasiRNA (Krawetz in sod., 2011). 
Študije kažejo na pomembno vlogo piRNA v spermatogenezi, skupaj z njihovimi partnerji, 
proteini PIWI, ki so bistveni za obnavljanje matičnih celic in razvoj moških spolnih celic 
(He in sod., 2009). Za pravilno delovanje celic je pomembna tudi mitohondrijska DNA 
(mitochondrial DNA; mtDNA). Mitohondrijski aparat igra ključno vlogo v proizvodnji 
energije in vzdrževalnih procesih semenčic in njihovega gibanja, zato je najverjetneje eden 
izmed ključnih determinant moške neplodnosti (Carra in sod., 2004). Raziskave so 
pokazale, da točkovni polimorfizmi, delecije ali SNP-ji v mtDNA močno vplivajo na 
kvaliteto sperme. Povezane so z astenozoospermijo ali oligoastenozoospermijo 
(Hosseinzadeh Colagar in Karimi, 2014). Odkriti so tudi številni proteini, ki igrajo 
pomembno vlogo pri reprodukciji. Z uporabo proteomike in tehnikami kot je masna 
spektrometrija, kromatografske ločevalne tehnike, gelska elektroforeza, ko-
imunoprecipitacija sklopljena z westeren blotom, lahko jih določimo z uporabo metode 
MALDI-TOF (angl. matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) ter masno 
spektrometrijo lahko identificiramo različne vzorce izražanja proteinov in še neznane 
proteine (Thacker in sod., 2011). 
Uporaba naprednih tehnik za pomoč pri reprodukciji, kot je mikrokirurška ekstrakcija 
sperme iz mod (angl. microdissection testicular sperm extraction; microTESE) v 
kombinaciji z umetno oploditvijo in vitro (angl. in vitro fertilization; IVF) ter neposredni 
vnos semenčice v citoplazmo jajčne celice (angl. intracytoplasmatic sperm injection; 
ICSI), predimplantacijsko genetsko diagnostiko (angl. preimplantation genetic diagnosis; 
PGD) in predimplantacijskim genetskim presejanjem (angl. preimplantation genetic 
screening; PGS), lahko pomaga pri težavah pri zanositvi, vendar pa vedno obstaja tveganje 
za prenos bolezni staršev na potomce (Neto in sod., 2016). Vendar pa, če so za njihovo 
neplodnost odgovorne genetske anomalije, obstaja povišano tveganje za prenos stanja na 
prihodnje generacije (Tahmasbpour in sod., 2014; Johnson, 1998). Kljub temu, da se zdi 
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večina otrok, spočetih s pomočjo postopkov umetne oploditve, normalna, je pri njih moč 
zaznati rahlo povečanje anevploidij spolnih kromosomov (od 0,07 do 0,4 odstotkov) 
(O'Flynn O'Brien in sod., 2010). V nekaterih primerih moška neplodnost predstavlja le 
enega izmed simptomov v klinični sliki in je prisotna v kombinaciji z drugimi kliničnimi 
znaki, kot na primer pri sindromu gluhosti in neplodnosti (angl. deafness-infertility 
syndrome; DIS) (Zhang in sod., 2007). Zanimanje za to področje se je znatno povečalo, saj 
specialisti skušajo zbirati podatke, ki bi bili lahko uporabni za pomoč in svetovanje 
prizadetim parom (Neto in sod., 2016). Kljub kompleksnosti podatkov, ali pa ravno iz tega 
razloga, ni podatkovne zbirke, ki bi zajemala podatke vseh vidikov moške neplodnosti pri 
sesalcih, njen obstoj pa bi zelo pripomogel k razvoju področja. Upoštevajoč tveganje za 
prenos mutiranega starševskega genotipa na potomce, bi takšna podatkovna zbirka 
omogočila kvantifikacijo tega tveganja.  
V predhodnem pregledu literature je bilo zbranih 835 genov, povezanih z moško 
neplodnostjo pri sedmih vrstah sesalcev (Ogorevc in sod., 2011). Zbrani podatki 
vključujejo lokuse iz različnih genomskih pristopov, vključno z genomiko (na ravni DNA), 
transkriptomiko, proteomiko, epigenomiko in miRNomiko. V študijo so bili vključeni 
članki, ki opisujejo CNV-je, SNP-je, vzorce izražanja RNA, male nekodirajoče RNAs 
(angl. small-noncoding RNAs, ncRNA), kot so miRNA in piRNA, vzorci izražanja 
proteinov in epigenetski dejavniki (Ogorevc in sod., 2011). Kot nadaljevanje raziskave je 
bilo naknadno zbranih 1069 različnih lokusov, ki so bili do leta 2013 povezani z okvarjeno 
reprodukcijo pri moškem spolu sesalcev. Združevali so lokuse iz sedmih živalskih vrst 
(človek, bik, konj, prašič, ovca, miš, in podgana), pridobljene z različnimi raziskovalnimi 
pristopi. Trinajst genov, ki so jih z obogatitveno analizo našli v najbolj značilnih bioloških 
poteh, so predlagali za močnejše kandidatne gene odgovorne za reprodukcijo pri sesalcih 
(Ogrinc, 2013). Ker je bolezen zelo redko posledica spremembe enega gena, je anotiranje 
procesov v širšem omrežju in iskanje biooznačevalcev na osnovi bioloških poti pomembna 
priložnost za iskanje novih rešitev (Chen in sod., 2015). Podobno kot pri moški 
neplodnosti sesalcev so bili objavljeni katalogi genomskih podatkov na drugih področjih, 
na primer katalog molekularnih mehanizmov, vpletenih v razvoj kriptorhizma (Cannistraci 
in sod., 2013). Omenjena podatkovna zbirka je bila kasneje nadgrajena z novi odkritji 
mehanizmov, narejene so bile povezave mehanizmov z drugimi boleznimi, razvita pa je 
bila tudi pobuda za standardizacijo rezultatov v znanstveni literaturi (Urh in Kunej, 2016). 
Leta 2016 je bila objavljena še ena pregledna študija na področju miRNA. Piletič in Kunej 
sta naredili pregled 63 genov miRNA, ki so jih ob nenormalnih epigenetskih spremembah 
povezali s 21 boleznimi, vključno z 11 tipi raka (Piletič in Kunej, 2016). Slika 1 
predstavlja shematski prikaz kompleksnosti področja moške neplodnosti – od ravni 
raziskovanja (DNA, RNA, proteini, epigenetika) do diagnostike in nadaljnjega postopanja 
za zdravljenje. 
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Slika 1: Shematski prikaz vplivov na moško neplodnost, diagnostiko in zdravljenje (CF: cistična fibroza, 
angl. cystic fibrosis; SCD: test kromatinske disperzije, angl. screening of chromosome dispersion; TUNEL: 
angl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; PCR: verižna reakcija s polimerazo, 
angl. polymerase chain reaction; STS: sekvenčno označena mesta, angl. sequence-tagged site; FISH: 
fluorescenčna in situ hibridizacija; ROS: reaktivne kisikove spojine, angl. reactive oxygen species; 2DE: 
dvodimenzionalna elektroforeza, angl. two-dimensional gel electrophoresis; qPCR: kvantitativna verižna 
reakcija s polimerazo v realnem času, angl. quantitative polymerase chain reaction; ART: umetna oploditev, 
angl. artificial reproductive technologiy; ICSI: vnos semenčice v citoplazmo jajčne celice; IVF: umetna 
oploditev in vitro; IUI: znotrajmaternična oploditev angl. intrauterine insemination).  
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Pobude za poenotenje formata raziskovalnih in preglednih člankov postajajo vedno bolj 
pomembne, saj postaja očitno, da je urejanje in osmišljanje podatkov hitro razvijajočega 
področja genetskih povezav ključno za razvoj genomike in integracijo teh informacij v 
klinično prakso. Poleg pobude na področju molekularnih osnov razvoja kriptorhizma (Urh 
in Kunej, 2016), je bila predlagana tudi pobuda za standardizacijo poročanja rezultatov 
NGS (Pipan in Kunej, 2015). Na področju povezav miRNA s tarčami pa je bila objavljena 
pobuda za uvedbo minimalnih standardov za poročanje rezultatov na tem področju (Piletič 
in Kunej, 2017).  
Little in sod. so razvili dodatek k pobudi z naslovom »Pobuda za izboljšanje poročanja v 
študijah genetskih povezav« (angl. The Srengthening the Reporting of Genetic Association 
studies initiative; STREGA), v kateri predlagajo minimalen seznam podatkov, potrebnih za 
poročanje rezultatov v genetskih raziskavah. Vendar pa večina področij raziskav, vključno 
s področjem moške neplodnosti, potrebuje dodatne, specifične usmeritve za standardizacijo 
objavljenih rezultatov študij. Genetski dejavniki lahko vplivajo na pojavnost številnih 
pogostih bolezni, zato sta identifikacija in karakterizacija tveganja (ali zaščitne funkcije) 
pomembna za izboljšanje razumevanja etiologije in potencialni razvoj posegov na podlagi 
genetskih informacij. Število objav na temo asociacij med geni in boleznimi na splošno se 
je izjemno povečala; samo od leta 2001 do 2006 se je število člankov na leto več kot 
podvojilo (Lin in sod., 2006). V letu 2013 je število letnih objav preseglo število 10 500 
(Nedovic in sod., 2016). Pobuda STREGA, ki temelji na »Izjavi o krepitvi poročanja v 
opazovalnih epidemoloških študijah« (angl. Strengthening the Reporting of Observational 
Studies in Epidemiology  Statement; STROBE) (von Elm in sod., 2008) je bila razvita z 
namenom, da usmeri pripravo genetskih asociacijskih študij in poveča kvaliteto poročanja 
rezultatov. Seznam v pobudi vključuje jasen opis ključnih elementov zasnove študij, meril 
o izpolnjevanju pogojev in pomembnih karakteristik preiskovane populacije. Navkljub 
številnim podobnostim med genetskimi asociacijskimi študijami in klasičnimi 
opazovalnimi študijami, s katerimi opazujemo pojavnost, uporabljamo kontrole in primere 
ali skupine, je pri genetskih študijah prisotno več specifičnih izzivov, vključno z izjemno 
visokimi količinami novih podatkov in verjetnostjo, da je individualen vpliv zelo majhen 
(Lawrence in sod., 2005). Geni delujejo v sklopu kompleksnih poti, na katere vpliva 
okolje, z medgenskimi interakcijami (Khoury in sod., 2007). Poleg tega so sedanji dokazi 
za asociacije med geni in boleznimi na šibkih temeljih, polnih metodoloških težav (Little in 
sod., 2003; Cheng in sod., 2012; Ioannidis in sod., 2005; Ioannidis in sod., 2006). 
Nezadostno poročanje rezultatov, celo pri dobro zastavljenih študijah, oteži oceno 
prednosti in slabosti te študije in s tem integracijo dokazov, da je nek lokus z boleznijo 
povezan (von Elm in Egger, 2004). Little in sod. so naredili pregled številnih komentarjev 
na temo ravnanja, ocenjevanja in poročanja rezultatov iz genetskih asociacijskih študij. 
Ugotovili so, da se njihovi predlogi med seboj zelo razlikujejo. Nekateri, na primer, 
predlagajo, da bi morala biti replikacija rezultatov del publikacij, medtem ko drugi menijo, 
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da je ta predlog nepotreben ali celo nesmiseln. V največ publikacijah so se osredotočali 
predvsem na načrtovanje in izvajanje genomskih asociacijskih študij, bolj kot pa na 
kvaliteto poročanja rezultatov. Kljub temu, da se vedno več raziskovalcev zaveda teh 
težav, do izboljšanj še vedno mora priti (Bogardus in sod., 1999; Peters in sod., 2003; 
Clark in Baudouin, 2006; Yesupriya in sod., 2008).  
Iz naključnega vzorca 315 genetskih asociacijskih študij, objavljenih med leti 2001 in 
2003, je bilo razvidno, da večina publikacij vsebuje nekatere kvalitativne opise tistih, ki so 
bili v raziskavo vključeni (na primer, izvor in kriterij za pristop k raziskavi), variabilno pa 
je bilo poročanje kvantitativnih lastnosti, kot sta starost in spol. Poleg tega so ugotovili, da 
je poročanje o uporabljenih metodah, kar bi omogočilo bralcem, da oceni morebitne 
pristranskosti (na primer, število izključenih vzorcev, ki jih ni bilo mogoče genotipizirati), 
nepopolno. Le v nekaj študijah je najti opisane metode za validacijo genotipiziranja ali 
navedek o tem, ali so bili raziskovalci nepristranski glede izida študije. Enak problem je 
ostal v manjšem preiskovanem vzorcu leta 2006 (Yesupriya in sod., 2008). Pomanjkanje 
preglednosti in nepopolno poročanje je privedlo do zaskrbljenosti na zdravstveno-
raziskovalnih področjih (Pocock in sod., 2004; Altman in Moher, 2005). Slabo poročanje 
se je začelo povezovati s pristranskimi ocenami v kliničnih intervencijskih študijah, zato je 
potrebna spodbuda in usmeritev k boljši praksi na tem področju (Gluud, 2006). Little in 
sod., 2009 so izdelali seznam vodil za poročanje rezultatov, ki je namenjen širokemu 
krogu, ki vključuje epidemiologe, genetike, statistike, klinične znanstvenike in 
laboratorijske raziskovalce, ki se ukvarjajo z genomskimi asociacijskimi študijami. 
Predlogi upoštevajo uporabnike teh študij, ki bi želeli razumeti osnovne predpostavke, 
oblikovanje in omejitve genetskih asociacijskih študij za razlago rezultatov (Little in sod., 
2009). Tudi Kolker in sod. so opazili, da se je tehnologija na področju genomike razvila do 
stopnje, kjer je le z usklajevanjem podatkov, deljenjem, meta-analizami in integriranim 
raziskovanjem mogoče odkriti potencial in učinek posameznih študij. Leta 2014 so 
predlagali seznam podatkov, ki so potrebni pri poročanju rezultatov omik. S tem so želeli 
zagotoviti transparnentnost, spodbuditi usklajevanje podatkov, ponovljivost študij in 
možnost aplikativne uporabe rezultatov. Takšni seznami lahko služijo kot skupni 
imenovalec za vse omike, po katerih se lahko zgledujejo raziskovalci, ko načrtujejo 
poskus, izbirajo pomembne parametre in oblikujejo rezultate za objavo (Kolker in sod., 
2014). 
Na osnovi genov, zbranih v raziskavi Ogorevc in sod. (2009) in predhodne magistrske 
naloge (Ogrinc, 2013) smo nadaljevali z zbiranjem in preurejanjem podatkov ter 
oblikovanjem podatkovne zbirke genetskih lokusov, povezanih z moško neplodnostjo pri 
sesalcih. Glede na naša odkritja pri pregledovanju literature smo prav tako razvili pobudo 
za standardizacijo formata rezultatov v originalnih in preglednih študijah pri človeku. Z 
potrebe kliničnih študij moške neplodnosti smo iz zbranih genomskih variacij izluščili 
polimorfizme posameznih nukleotidov, oziroma njihove rs številke. Klinični študiji v 
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praksi smo tako omogočili pregleden nabor ali katalog za pomoč pri testiranju vzrokov za 
moško neplodnost. Magistrska naloga je potekala v okviru širšega projekta, katere glavni 
cilj je integracija genomskih podatkov in razvijanje novih biomarkerjev kompleksnih 
bolezni, kot so nalaganje maščobe, reprodukcija, kriptorhizem, izguba sluha in 
RASopatije. Leta 2009 so raziskovalci skupine izdelali podatkovno zbirko kandidatnih 
genov in genetskih označevalcev za produkcijo mleka ter mastitis (Ogorevc in sod., 2009). 
V letu 2012 so objavili podatkovno zbirko in genomski pogled lokusov povezanih z 
debelostjo (Kunej in sod., 2013). Leta 2013 pa je bila objavljena še podatkovna zbirka 
lokusov povezanih s kriptorhizmom, genomski pogled in biološke poti, v katerih se ti 
lokusi pojavljajo (Cannistraci in sod., 2013). Leta 2016 je bila podatkovna zbirka lokusov 
povezanih s kriptorhizmom posodobljena, predlagana pa je bila tudi pobuda za 
standardizacijo rezultatov v znanstveni literaturi na tem področju (Urh in Kunej, 2016). 
Isto leto so objavili članek na temo povezav med genomom, proteomom in fenomom pri 
RASopatijah (Pevec in sod., 2016). Po zgledu omenjenih projektov smo izdelali katalog 
lokusov, povezanih z reprodukcijo pri moškem spolu sesalcev in pobudo za poenotenje 
poročanja rezultatov na področju moške neplodnosti. 
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 ZBIRANJE GENOMSKIH PODATKOV 
V podatkovnih zbirkah smo iskali genske spremembe, povezane z neplodnostjo pri 
moškem spolu sesalcev. Iskali smo podatke, povezane z različicami o številu kopij, 
polimorfizmih na ravni DNA: SNP-je in spremenljivo število tandemskih ponovitev (angl. 
variable number tandem repeats), diferencialno izraženimi geni na ravni mRNA in 
proteini, CNV-ji, kromosomskimi spremembami, asociacijskimi študijami na ravni 
celotnega genoma, modeli miši s plodnostnim fenotipom (modeli z izbitim genom ali 
spremenjenim izražanjem genov). Dodali smo dedne sindrome in razvojne nepravilnosti, 
če je bila moška neplodnost del njihove klinične slike. Pregledali smo več kot 400 
originalnih in znanstvenih člankov, objavljenih od marca 2013 do junija 2016. 
Literaturo, povezano z moško neplodnostjo, smo pridobili iz National Center for 
Biotechnology Information - PubMed (NCBI-PubMed) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) in 
Web of Science (http://isiknowledge.com), Uporabili smo iskalne izraze, kot so: 
»genetics« (genetika), »gene candidates« (kandidatni geni), »male infertility« (moška 
neplodnost), »association« (asociacija), »non-coding RNA (ncRNA)« (nekodirajoče RNA), 
»miRNA« (mikro RNA), »epigenetics« (epigenetika), »reproduction« (reprodukcija), 
»syndromes« (sindromi), »GWAS« (asociacijske študije na ravni celotnega genoma), 
»protein« (proteini) in »chromosome« (kromosom). Iz člankov smo pridobili relevantne 
informacije o genomskih variacijah: ime gena, število bolnikov in kontrol v raziskavi, 
natančne podatke o fenotipu, metodologijo, raziskovalni pristop in dodatne informacije. 
Slednje se med seboj razlikujejo glede na raziskovalni pristop, uporabljen v študiji.  
3.2 OBLIKOVANJE PODATKOVNE ZBIRKE 
Podatke, ki smo jih pridobili v znanstveni literaturi, smo razvrstili v tabelo v programu 
Excel. Zbrani podatki so bili opremljeni z dodatnimi informacijami, če teh nismo mogli 
pridobiti v objavljenih člankih. Imena genov smo poenotili v skladu s priporočili HUGO 
Gene Nomenclature Committee (HGNC) (http://www.genenames.org/) (den Dunnen in 
Antonarakis, 2000, Gray in sod., 2015), identifikacijsko številko (ID) genov smo pridobili 
iz podatkovne zbirke Entrez (www.ncbi.nlm.nih.gov), identifikacijsko številko članka v 
PubMed (angl. PubMed identifier; PMID) iz podatkovne zbirke PubMed 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) in identifikacijsko številko taksonomske razvrstitve (angl. 
Taxonomy ID) iz spletne strani Taxonomy browser 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy). Lokacijo za miRNA gene smo pridobili v 
Sanger miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/). Lokacijo piRNA smo pridobili iz piRBase 
(http://regulatoryrna.org/database/piRNA/search_v2.php). Lokacijo variacije v genomu in 
frekvenca manj pogostega alela (angl. minor allele frequency; MAF) smo pridobili iz 
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genomskega brskalnika Ensembl (http://www.ensembl.org), izdaje 84, ki temelji na 
genomskem sklopu (angl. genome assembly) GRCh38.p5. Identifikacijsko številko 
(številka rs, rs#, reference SNP ID number) in biotip polimorfizmov smo pridobili iz 
podatkovne zbirke dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Informacije o genomskih 
lokacijah točk preloma v kromosomih smo poiskali na spletni strani genomskega 
brskalnika UCSC Genome Bioinformatics Site (https://genome.ucsc.edu/). Spletno zbirko 
ontologij Disease Ontology (http://disease-ontology.org/), ki vsebuje biomedicinske 
podatke o človeških boleznih (Kibbe in sod., 2015) smo uporabili za ekstrakcijo ontoloških 
terminov in identifikacijsko številko ontologije za bolezni (angl. Disease Ontology 
identification number, DOID). Ontološke termine smo preverili tudi v spletnih 
podatkovnih zbirkah The International Classification of Diseases (ICD) 
(http://www.who.int/classifications/icd/en/) in The Vertebrate Trait Ontology 
(https://bioportal.bioontology.org/ontologies/VT) (VTO) (Park in sod., 2013). 
Poimenovanja za poenotenje izrazov za biotipe polimorfizmov smo pridobili na spletni 
strani projekta Sequence Ontology (http://www.sequenceontology.org/) (Eilbeck in sod., 
2005). Izdelana podatkovna zbirka kandidatnih genov za moško neplodnost bo na voljo kot 
priloga v originalnem znanstvenem prispevku, ki je v pripravi.  
3.3 OBLIKOVANJE POBUDE ZA POENOTENJE REZULTATOV V ZNANSTVENI 
LITERATURI 
Pri pregledovanju znanstvene literature smo zaradi velike raznolikosti v prikazu rezultatov 
v originalnih in preglednih člankih začeli oblikovali predlog standardne oblike podajanja 
rezultatov na področju moške neplodnosti. Skladno z oblikovanjem naše podatkovne 
zbirke, smo razporedili genomske variacije glede na biotip lokusa. Vsakemu razredu 
biotipa smo glede na ugotovitve pri pregledu literature pripisali informacije, ki so za 
posamezen raziskovalni pristop najbolj relevantne. Glede na prednosti in pomanjkljivosti 
znanstvenih člankov smo izoblikovali predlog za standardizacijo rezultatov področja.  
3.4 OBOGATITVENA ANALIZA KANDIDATNIH LOKUSOV IN DOLOČANJE 
POVEZANIH BIOLOŠKIH POTI, BOLEZNI IN SINDROMOV 
Lokuse, povezane z moško neplodnostjo pri človeku smo analizirali z bioinformacijskim 
orodjem ConsensusPathDB, verzija 32 (datum izdaje 11. 1. 2017) 
(http://cpdb.molgen.mpg.de), ki je spletni vmesnik za integracijo človeških funkcionalnih 
interakcij (Kamburov in sod., 2009). V orodje smo vnesli celoten nabor genov, orodje pa je 
omogočilo vstop delu genov iz našega seznama. V orodje je možno vnesti gene, 
poimenovane v skladu s HGNC terminologijo in ki so anotirani v njihovi zbirki. Tem 
kriterijem je ustrezalo 936 lokusov iz naše zbirke. Izvedli smo obogatitveno analizo 
kandidatnih genov z biološkimi potmi in s tem pridobili seznam bioloških poti, v katere so 
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lokusi vključeni. Za določitev značilnosti smo upoštevali p vrednost nižjo od 0,01. Na 
podlagi izbranih bioloških poti smo razvrstili kandidatne lokuse glede na to, v kolikih 
izbranih bioloških poteh sodelujejo. Orodje omogoča tudi vizualizacijski prikaz 
medsebojnega delovanja omrežja genov. Opazovali smo, ali se biološke poti med seboj 
prekrivajo na podlagi naših kandidatnih genov. Z višanjem kriterija števila kandidatnih 
lokusov, ki se prekrivajo med biološkimi potmi, smo izbrali tri, ki jim je skupnih največ 
lokusov, povezanih z moško neplodnostjo. 
Seznam lokusov smo analizirali tudi z bioinformacijskim orodjem DAVID Bioinformatics 
Resources, verzija 6.8 (Huang da in sod., 2007). Za določitev značilnosti smo upoštevali 
Bonferronijevo statistiko (Bonferroni p-vrednost < 0,0095) in p vrednost, nižjo od 0,05. Z 
orodjem smo pridobili seznam bolezni in sindromov, ki vsebujejo lokuse iz naše 
podatkovne zbirke genov povezanih z moško neplodnostjo. Petnajst bolezni in sindromov, 
ki so najbolj ustrezali statističnim parametrom smo razvrstili in jim pripisali pripadajoče 
kandidatne lokuse. 
3.5 ANALIZA GENOMSKE RAZPOREDITVE LOKUSOV 
Pri zbranih lokusih, povezanih z idiopatsko neplodnostjo, smo glede na njihovo lokacijo 
razvrstili v tabeli Excel in analizirali prekrivanje, oziroma bližino več kandidatnih lokusov. 
Opazovali smo genetske vzroke, ki se med seboj prekrivajo ali pa so si med seboj oddaljeni 
do določene genomske dolžine. Za referenčno velikost smo si izbrali obseg najpogostejših 
delnih mikrodelecij na AZFc, ki obsegajo 1,6 Mbp (Bansal in sod., 2016). Na ta način smo 
želeli določiti prioritetne regije v genomu, usmeritev v bolj tarčno raziskovanje genetskih 
vzrokov idiopatske moške neplodnosti in odkriti avtosomne kritične regije, ki so enake 
velikosti, kot znane regije AZF na kromosomu Y. 
3.6 IZDELAVA SETA POLIMORFIZMOV, KI SO ZNAČILNO POVEZANI Z MOŠKO 
NEPLODNOSTJO 
Za potrebe kliničnih študij moške neplodnosti smo iz zbranih genomskih variacij zbrali 
polimorfizme posameznih nukleotidov, oziroma njihove rs številke. Upoštevali smo 
značilnost SNP-ja oz. vrednost p nižjo od 0,05 in OR za pojav polimorfizma višje od 1, kar 
pomeni, da SNP prispeva k pojavu moške neplodnosti in nima zaščitne funkcije. SNP-ji so 
prav tako morali imeti pripadajočo rs številko. Pogledali smo še ali se kateri izmed SNP-
jev nahaja na območju kritičnih avtosomnih regij, ki smo jih predhodno določili. Naši 
rezultati bodo omogočili pregleden nabor ali katalog za pomoč pri testiranju vzrokov za 
moško neplodnost in predstavljajo osnovo za razvoj seta za tarčno sekvenciranje. 
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4 REZULTATI  
V študiji smo zbrali genomske lokuse, povezane z moško neplodnostjo. Raziskava je 
potekala v petih glavnih korakih: 1. zbiranje genomskih in kliničnih podatkov, ki so bili na 
voljo v znanstveni literaturi, 2. razporejanje in dopolnjevanje podatkov, ki smo jih pridobili 
iz objav ter njihovo urejanje in dopolnjevanje z relevantnimi genomskimi informacijami in 
razvoj pobude za standardizacijo poročanja rezultatov v publikacijah na področju genetike 
moške neplodnosti, 3. obogatitvena analiza kandidatnih lokusov in določanje bioloških 
poti, povezanih bolezni in sindromov, 4. analizo genomske razporeditve lokusov in 
določanje genomskih lokacij, manjših od 1,6 Mbp, z večjo pogostnostjo dejavnikov 
tveganja za genetske variacije moško neplodnost in 5. izdelava nabora SNP-jev, povezanih 
z moško neplodnostjo, kot osnove za izdelavo standardiziranega seta SNP-jev za 
molekularno diagnostiko bolezni. 
4.1 ZBIRANJE GENOMSKIH PODATKOV  
Zbrali smo razovrstne genomske lokuse, ki so bili povezani z moško neplodnostjo na ravni 
različnih omik. Nabor vsebuje tudi bistvene informacije, povezane z lokusi in fenotipom. 
Rezultate iz objavljene literature smo zbrali v tabelo v programu Excel. Trenutna verzija 
vključuje 1521 genetskih vzrokov, povezanih z moško neplodnostjo. Zbrani podatki so 
heterogeni in vključujejo lokuse z različnim biotipom, vključno s 15 miRNA s 
spremenjenim vzorcem izražanja, pet piRNA s spremenjenim vzorcem izražanja, 120 
primerov CNV-jev, 115 kromosomskih sprememb, štiri primere spremenljivega števila 
tandemskih ponovitev in 1044 genov, ki so protein-kodirajoči ali zapisujejo nekodirajoče 
RNA. Od 1044 genov je imelo 964 spremenjene vzorce izražanja, 80 pa je vsebovalo 
spremenjene epigenetske vzorce. Zbirka vsebuje tudi 17 proteinov. Zbrani lokusi prav tako 
vključujejo 201 SNP-jev, pridobljenih s pristopom GWAS ali asociacijskimi študijami 
kandidatnega lokusa (angl. candidate gene association studies; CGAS). Večina SNP-jev je 
lociranih znotraj regij, ki kodirajo proteine. Polimorfizmi vključujejo raznolike variante: 
drugačnosmiselne (angl. missense), pridobitev prezgodnjega končnega kodona (angl. stop-
codon gained), sinonimne (angl. synonimous), intronske (angl. intronic), SNP-je, ki se 
nahajajo navzgor od gena (angl. upstream) ter v smeri navzdol od gena (angl. downstream) 
in SNP-ji v 3’ neprevedenih regijah (angl. 3' untraslated regions; 3'UTR). Večina zbranih 
SNP-jev ima identifikacijske rs številke, v starejših študijah pa oznake niso navedene. 
4.2 OBLIKOVANJE PODATKOVNE ZBIRKE 
Objavljena literatura vključuje različne tipe lokusov, od protein-kodirajočih genov, genov 
za nekodirajoče RNA vključno z miRNA geni, do SNP-jev, primerov sprememb števila 
trinukleotidnih ponovitev, kromosomskih sprememb in CNV-jev. Zbrani lokusi so bili z 
moško neplodnostjo povezan preko različnih pristopov, vključno z asociacijskimi študijami 
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in iskanjem polimorfizmov, analizami izražanja RNA ali proteinov, molekularno 
citogenetiko in epigenetiko (Preglednica 1). Podatkovna zbirka je sestavljena iz osnovnih 
informacij (14 stolpcev) in dodatnih informacij (14 stolpcev) Osnovne informacije študije 
so razdeljene v pet sekcij: 1. informacije o lokusu (biotip lokusa, ime lokusa/simbol gena, 
ime gena, Entrez ID gena, zaporedna številka kromosoma, genomske koordinate 
polimorfizma/lokusa), 2. informacije o bolnikih (rasa/etnična skupina pri človeku, število 
udeležencev), 3. metodologija, 4. informacije o fenotipu (klinični podatki, ontologija 
fenotipa) in 5. referenca (PubMed ID, ime prvega avtorja reference). V šesto sekcijo smo 
razporedili dodatne informacije (14 stolpcev), ki so odvisne od uporabljenega 
raziskovalnega pristopa (referenčna SNP identifikacijska številka (rs#), biotip 
polimorfizma, frekvenca manj pogostega alela, vrednost p, OR, podrobnosti metode, 
število ponovitev in osnovna enota repetitivne regije; repetitivna enota (angl. repetitive 
unit) v polimorfizmuštevila nukleotidnih ponovitev npr. sprememba števila trinukleotidnih 
ponovitev z repetitivno enoto (CAG)n, regulacija gena, ime miRNA, komorbidnost 
bolezni, tip CNV-ja, gen, povezan s spremembo, epigenetski mehanizem in kromosomsko 
nepravilnost. 
Preglednica 1: Metodološki pristopi za preiskave različnih genetskih nepravilnosti. 
Genomska raven Biotip preiskovanih genetskih lokusov in študijski pristopi 
Raven kromosomov 
Anevploidije 
Kromosomske prerazporeditve 
Mikrodelecije 
Raven DNA 
Različice v številu kopij gena (CNV)  
Živalski modeli 
Asociacijske študije in 
določanje polimorfizmov 
Asociacijske študije na ravni celotnega 
genoma  
Asociacijske študije posameznega lokusa 
Spremenjeno  število trinukleotidnih 
ponovitev 
Raven RNA 
Vzorci izražanja protein-kodirajočih genov 
Male nekodirajoče RNA  
Raven proteinov Vzorci izražanja proteinov 
Epigenetika Vzorci metilacije 
 
V naslednjem koraku smo zbrane podatke opremili z dodatnimi pomembnimi 
informacijami. Imena genov smo poenotili v skladu s Human Genome Variation Society 
(HGVS) in podatkovno zbirko HGNC. Dodali smo identifikacijsko številko gena, ki smo 
jo pridobili iz podatkovne zbirke Entrez, genomske kordinate, oziroma lokacijo 
polimorfizma v genomu v bp smo pridobili v podatkovni zbirki Ensembl, dodali pa smo 
tudi PMID. Če je v publikaciji bil na voljo podatek o rasi ali etnični skupini bolnikov, ki so 
bili vključeni v raziskavo, potem smo to dodali v zbirko, sicer smo navedli državo, v kateri 
je bila raziskava izvedena. Navedli smo raziskovalni pristop, ki je bil v raziskavi 
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uporabljen. Poiskali smo tudi ontološki termin fenotipa in pripadajočo identifikacijsko 
številko, če je bil ta na voljo v spletni zbirki ontoloških izrazov. Lokuse smo razporedili in 
opremili glede na biotip lokusa. Vključili smo tudi dodatne informacije, specifične za vsak 
raziskovalni pristop. Če je bila informacija v članku na voljo, smo dodali identifikacijsko 
številko polimorfizma (rs#), biotip polimorfizma, MAF, p-vrednost, OR in podrobnosti o 
tem, katero metodologijo so uporabili v študiji (npr. Affymetrix Chip HG-U133 Plus 2.0, 
Sequenom iPLEX (5-400), Illumina BovineSNP50 Bead chip comprising 54000). Za 
spremembe v številu nukleotidnih ponovitev smo poiskali ponavljajočo se sekvenco; 
repetitivno enoto in število ponovitev. Pri diferencialnem izražanju gena ali mRNA smo 
zabeležili tudi spremembo izražanja; zvišano ali znižano v primerjavi s kontrolno skupino. 
Če je z nepravilnostjo povezan še kakšen sindrom ali bolezen, smo jo zabeležili v stolpec 
komorbidnost/povezan sindrom (angl. disease comorbidity, associated syndrome). Pri 
beleženju epigenetskih sprememb smo navedli podatek o tipu epigenetskega mehanizma 
(hipermetilacija, hipometilacija CpG; angl. CpG hypermethylation, hypomethylation), pri 
kromosomskih nepravilnostih pa smo dodali podrobnosti v zvezi s tipom spremembe: 
translokacijo, inverzijo, delecijo; (angl. translocation, inversion, deletion). 
4.2.1 Raven kromosomov 
V podatkovno zbirko smo vključili 115 kromosomskih sprememb, ki so jih z moško 
neplodnostjo povezali v 16 študijah. Spremembe so bile tako strukturne, kot tudi številčne. 
Pri strukturnih spremembah gre običajno za delecije večjega obsega, pericentrične 
inverzije, uravnotežene translokacije, in translokacije z inverzijo. Med spremembami v 
številu kromosomov pa so največkrat poročali o anevplioidijah, kot so nulisomije (angl. 
nullisomy) in Klinefelterjev sindrom. Zbrani podatki vključujejo 36 sprememb v številu 
kromosomov in 79 sprememb v strukturi kromosomov. Za vsako kromosomsko 
spremembo smo v podatkovno zbirko dodali lokacijo obsega spremembe, npr. citogenetsko 
progo (angl. cytogentics band) (npr. začetek-konec: 98483881-99060460) ali genomsko 
lokacijo kromosomskih prelomov (v bp). Če so bili navedeni prekrivajoči geni, povezani s 
spremembo, smo jih zabeležili. V podatkovno zbirko smo vnesli tudi uporabljeno metodo 
za analizo (aCGH, G barvanje itd.) ter druge podrobnosti v zvezi z vrsto nepravilnosti 
(translokacija, delecija itd.). Z izjemo dobro znanih mikrodelecij na kromosomu Y ('b1/b3', 
'b2/b3' in 'gr/gr') in kromosomskih anevploidij, ki so že dobro opredeljene in razvrščene v 
sindromske motnje (Klinefelterjev sindrom z dodatnim kromosomom X, Jacobsov sindrom 
s podvojenim kromosomom Y, kariotip 46,XX in mozaični kariotip 45X/46XY), so 
kromosomske nepravilnosti zelo specifične za bolnika. Primer študije kromosomskih 
sprememb je raziskava skupine Poli in sod. (2016), ki so v argentinski populaciji bolnikov 
napravili študijo kromosomskih nepravilnosti pri 141 neplodnih bolnikih. Pri šestih 
bolnikih z azoospermijo in oligospermijo so odkrili polimorfne variante s kariotipom 
46,XYqh+, pri sedmih bolnikih 46,XY,22ps+, pri petih 46,XY,21ps+, itd. Pri odkrivanju 
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kromosomskih nepravilnosti (številčne nepravilnosti, spolnih in avtosomnih kromosomov, 
mozaicizmi, recipročne translokacije), se niti ena ni pojavila pri dveh bolnikih z 
azoospermijo in oligospermijo (Poli in sod., 2016). Zhang in sod.  so pri 350 preiskovancih 
kitajske populacije ugotovili , da so kromosomske nepravilnosti največkrat razlog za 
neplodnost moških in ponavljajoče se splave. Kromosom 1 se je v študiji največkrat 
pojavljal v povezavi z astenozoospermijo ali azoospermijo. Pri parih, ki imajo ponavljajoče 
se splave, so bile kot vzrok največkrat identificirane uravnotežene translokacije, največkrat 
vpleteni kromosomi pa 4, 7 in 10 (Zhang in sod., 2015). Shimizu in sod. so že leta 2002 
postavili trditev, da ima vsaj 10 odstotkov obolelih za NOA mikrodelecije v regiji AZF 
(Shimizu in sod., 2002). Tudi Liu in sod. (2016) so pokazali, da je pojavnost AZF 
mikrodelecij pri bolnikih, obolelih za azoospermijo, približno 11,75 odstotkov, pri tistih z 
oligozoospermijo pa približno 8,51 odstotkov. Regija AZF, locirana na daljši ročici 
kromosoma Y lahko vsebuje veliko različnih mikrodelecij, ki lahko imajo za rezultat 
različnemotnje fenotipa. Mikrodelecije delimo v štiri podregije AZF: AZFa, AZFb, AZFc 
in AZFd. Genetske variacije v regiji AZFa navadno vodijo v azoospermijo in nizek 
volumen mod, spremembe v AZFb se kažejo v popolni prekinitvi produkcije sperme, 
spremembe v AZFc rezultirajo v proizvodnji majhnih količin aktivnih spermijev in velikih 
količin abnormalnih celic, spremembe v AZFd pa vodijo v blago oligospermijo, kjer se 
sicer proizvede normalna količina semenčic, so pa vse nenavadnih oblik (Liu in sod., 
2016). 
4.2.2 Raven DNA 
Zbirka protein-kodirajočih genov in njihovih variacij je zelo kompleksna, saj smo pod ta 
biotip zbrali veliko število genov, ki so v različnih raziskavah pokazali povezanost z 
različnimi pojavnimi oblikami moške neplodnosti. Skupaj smo zbrali 100 genov iz 71 
raziskav, kjer so kot modelni organizem uporabili miš, rezultat pa pridobili z uporabo 
tehnologijo KO. Ostale najbolj pogoste genetske variacije v tej skupini so SNP-ji, saj se 
nanje namreč raziskovalci od izboljšanja tehnologij in odkritja NGS tudi najbolj 
osredotočajo. V naši raziskavi smo rezultate porazdelili ne glede na način raziskovalnega 
pristopa. Vseeno pa se je izkazalo, da je nekaj genov ključnih za proces spermatogeneze in 
uspešno oploditev, ne glede na to, da so raziskave uporabile različne pristope in/ali je za 
izražen fenotip odgovorna druga genetska variacija. To so, na primer, geni CFTR, ANOS1, 
FGFR1, TEX11, DPY19L2, SPATA16 in PICK1. 
4.2.2.1 Živalski modeli  
Zbrali smo 100 kandidatnih lokusov, ki so bili z različnimi tehnikami izbijanja genov 
uporabljeni pri miših. Gen FOXL2 so z neplodnostjo samcev miši povezali v dveh študijah 
(Tran in sod., 2013, Fortin in sod., 2014). V več študijah so z moško neplodnostjo uspeli 
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povezati protein-kodirajoče gene in analizo izvedli še na pripadajočih proteinskih 
izoformah: gen Ppp1cc in protein Ppp1cc2 (Sinha in sod., 2013), gen Ptpn11 in protein 
Ptpn11 (Puri in sod., 2014) ter gen Vegfa in protein Vegfa (Lu in sod., 2013). Našli smo tri 
lokuse, ki so bili z moško neplodnostjo povezani pri bikih: CNV-ji v lokusih HSFY, 
ZNF280B (Yue in sod., 2014) in SNP v genu TMEM95 (Pausch in sod., 2014). Našli smo 
tri CNV-je pri psu, v lokusih DNM2, SOX8 in TEKT1 (Cassatella in sod., 2013). Pri 
prašiču smo našli gen GNAS, kjer je bila dokazana spremenjena metilacija (Congras in 
sod., 2014). Enajst lokusov s spremenjenim vzorcem izražanja je bilo z moško neplodnotjo 
povezano pri zajcu (Marchiani in sod., 2014), pri podgani pa je imel spremenjeno izražanje 
in metilacijski vzorec gen IGF2 (Song in sod., 2014). Gen SPATA je bila  povezan z moško 
neplodnostjo s pristopom KO (Liu in sod., 2014). Našli smo še tri lokuse pri ovci: PPARα, 
PPARβ/δ in PPARγ (Kadivar in sod., 2016) ter dva lokusa, odkrita pri jaku: BOLL (Li in 
sod., 2014) in DMRT7 (Yan in sod., 2014). 
4.2.2.2 Razlike v številu kopij genov (CNV) 
CNV-ji so tako raznolika skupina kromosomskih variacij, da smo ji posvetili svojo 
biotipsko skupino v podatkovni zbirki, čeprav jih uvrščamo pod kromosomske 
nepravilnosti. Skupno smo jih zbrali 120 iz 11 različnih študij. Pri CNV-jih gre za izgubo 
ali pridobitev genetskega materiala, na primer za podvojitev (duplikacijo). Če je bilo 
mogoče, smo zabeležili ime gena, ki so ga povezali s to spremembo. Bolj pogosto pa imajo 
CNV-ji svoja lastna poimenovanja (npr. DUP1A, DUP5) ali pa so poimenovani po 
kromosomski lokaciji. Za odkrivanje CNV-jev se tako kot pri odkrivanju ostalih 
kromosomskih nepravilnosti največ uporabljajo metode array-CGH, qPCR, barvanje po 
Giemsi in tudi pristopi GWAS z NGS. V uporabi je tudi od ligacije odvisno hkratno 
pomnoževanje sond (angl. multiplex ligation-dependent probe amplification; MLPA). 
Tüttelman in sod. (2011) so prvi dokazali značilno povezavo med številom duplikacij na 
kromosomu X in neplodostjo pri moškem. Tudi Chianese in sod. (2014) so poročali, da je 
pri neplodnih bolnikih prisotno višje število duplikacij v primerjavi s plodnimi moškimi. 
Izbrali so si 5 CNV-jev, ki so jim pripisali večjo pomembnost zaradi lokacije blizu genov, 
pomembnih za spermatogenezo, ali njihovega obsega. Štirje od petih (DUP5, DUP20, 
DUP26 in DUP40) so se pojavljali samo pri posameznih bolnikih, z izjemo DUP1A, ki se 
je pojavil pri več bolnikih. Ta pridobitev genskega materiala vsebujo dolgo ncRNA 
(LINC00685), za katero so predpostavili, da lahko deluje kot negativni regulator gena 
PPP2R3B, k ima potencialno vlogo pri spermatogenezi (Chianese in sod., 2014). Coutton 
in sod. so leta 2013 objavili študijo, kjer so z analizo spermalne DNA kvantificirali 
spremembe de novo , ki se pojavijo med mejozo moških spolnih celic. Analizirali so 
podatke iz podatkovnih zbirk, ki so bili povezani z delecijami in duplikacijami gena 
DPY19L2. Ugotovili so, da so v splošni populaciji duplikacije trikrat bolj pogoste kot 
delecije. Razvili so teoretični napovedni model in ga uporabili na novo odkritih CNV-jev, 
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ki so se pojavili de novo med mejozo. Tudi tam so našli dvakrat več duplikacij v primerjavi 
z delecijami (Yassine in sod., 2015; Coutton in sod., 2013). Dong in sod. so s pristopom 
GWAS detektirali 42 CNV-jev pri 33 neplodnih bolnikih (Dong in sod., 2015). Stouffs in 
sod. so navedli 41 odkritih CNV-jev, povezanih s sindromom SCOS. Izkazalo se je, da ima 
večina bolnikov Klinefelterjev sindrom ali mikrodelecije Yq (Stouffs in sod., 2016).  
4.2.2.3 Asociacijske študije  
Z moško neplodnostjo so bili povezani številni SNP-ji in ostale genetske variacije (majhne 
insercije ali delecije) znotraj kodirajočih regij; zapisov za proteine ali nekodirajoče RNA. 
Tovrstne spremembe DNA predstavljajo potencialno tveganje še posebno takrat, kadar gre 
za gene pomembne v procesu spermatogeneze. 
Polimorfizmi posameznih nukleotidov (SNP)  
Polimorfizmi posameznega nukleotida najbolj heterogena biotipska skupina v razviti 
podatkovni zbirki. Iz objav smo pridobili 201 SNP. Pri beleženju in urejanju SNP-jev smo 
bili pozorni, da ga uvrstimo k genu, pri/v katerem je bil odkrit, zabeležimo točno 
genomsko koordinato, poimenujemo s pripadajočo številko rs in mu pripišemo biotip: npr. 
intronska, nesmiselna, drugačnosmiselna varianta. V objavah je bila velikokrat navedena 
genomska lokacija in gen, v katerem se nahaja, vendar je bilo v številnih primerih to 
infromacijo potrebno posodobiti v skladu z zadnjimi verzijami genomskih brskalnikov in 
anotacije genoma. Pomembni parametri pri upoštevanju SNP-jev so tudi vrednost MAF, 
vrednost p in OR. Beležili smo tudi podatek o platformi mikromrež, ki so jih uporabili pri 
raziskavah na ravni celotnega genoma: npr. Affymetrix Chip HG-U133 Plus 2.0, 
Sequenom iPLEX (5-400), Illumina BovineSNP50 Bead chip 54000. Zaradi specifičnosti 
SNP-jev je bilo še posebej pomembno specificiranje narodnosti bolnikov. 
Z razvojem tehnologije je bilo omogočena analiza SNP-jev na ravni celotnega genoma, naj 
gre za GWAS ali sekvenciranje celotnega eksoma (angl. whole exome sequencing, WES). 
Še vedno pa so v uporabi metode za analizo manjšega števila lokusov, kot so PCR-RFLP, 
PCR z oligonukleotidi, specifičnimi za sekvenco (angl. sequence-specific oliognucleotides; 
SSO), alel-specifični PCR (angl. allele specific amplification; ASA) in sekvenciranje po 
Sangerju. V dveh študijah so uporabili tudi metodo iPLEX (He in sod., 2014, Zhang in 
sod., 2015). Test sestavlja začetna lokus specifična PCR reakcija, ki ji sledi podaljševanje 
verige z eno bazo, z uporabo dideoksiribonukleotidnih terminatorjev s spremenjeno maso, 
ki se poravnajo neposredno po polimorfnem mestu, ki nas zanima. Z uporabo MALDI-
TOF ugotovimo specifično maso začetnega oligonukleotida in s tem SNP-ja (Gabriel in 
sod., 2009).  
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Povišanje števila trinukleotidnih ponovitev 
Od leta 2013 smo našli en primer objave v zvezi s povečanjem števila trinukleotidnih 
ponovitev, ki so ga povezali z moško neplodnostjo. Pri tem polimorfizmu gre za 
ponavljanje zaporedja (CAG)n v genu AR (androgenski receptor, angl. androgen receptor) 
(Xiao in sod., 2016). Vseeno povezava med polimorfizmom (CAG)n v genu AR in moško 
neplodnostjo pred tem ni bila jasna, saj je mnogo raziskav podalo nasprotujoče rezultate. 
Tudi Pan in sod. so leta 2016 naredili meta-analizo, v katero so zajeli raziskave, objavljene 
do avgusta 2015. Na podlagi 44 študij so ugotovili, da je število trunukleotidnih ponovitev 
(CAG)n v genu AR višje pri bolnikih z azoospermijo. Študija pri posameznih skupinah je 
pokazala, da je polimorfizem povezan z azoospermijo pri belcih, ljudeh azijskih narodnosti 
in mešanih ras. Zaključili so, da je povišanje ponovitev CAG v AR povezano z moško 
neplodnostjo (Pan in sod., 2016). Leta 2007 je bila izvedena tudi raziskava vpliva števila 
trinukleotidnih ponovitev (CAG)n, v genu AR pri slovenskih bolnikih. Analizirali so 
skupino 190 slovenskih neplodnih bolnikov v primerjavi z 137 zdravimi moškimi, vendar 
povezave med številom ponovitev (CAG)n ter moško neplodnostjo niso potrdili. Zaključili 
so, da število ponovitev CAG pri slovenskih moških ni dejavnik tveganja za moško 
neplodnost (Peterlin in sod., 2007).  
4.2.3 Raven RNA 
Pod raven RNA smo uvrstili študije, ki predlagajo nove kandidatne gene za moško 
neplodnost na podlagi študij izražanja genov ter opisujejo majhne ncRNA, ki tudi vplivajo 
na moško plodnost. 
4.2.3.1 Študije izražanja genov 
Našli smo 964 genov, ki se diferencialno izražajo pri moški neplodnosti. Večino teh genov 
smo pridobili iz študije d'Aurora in sod. (2015). Pri bolnikih s Klinefelterjevim sindromom 
je s qPCR in aCGH odkril prepise s spremenjenim izražanjem; 656 prepisov s povišanim in 
247 z znižanim izražanjem v primerjavis kontrolno skupino zdravih moških. Prepisi se 
večinoma izražajo Sertolijevih in Leydigovih celicah. Razdelil jih je v 5 skupin: 1. geni, 
povezani s celičnim odmiranjem in geni, vpleteni v kontrolo apoptoze; 2. geni, povezani z 
modulacijo vnetnih odzivov v modih; 3. geni, vpleteni v lipidni metabolizem, sintezo 
hormonov in steroidov; 4. geni, vpleteni v regulacijo pregrade med modi in žilami; 5. nižje 
izražanje genov, specifično vpletenih v produkcijo sperme (D'Aurora in sod., 2015). 
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4.2.3.2 Majhne nekodirajoče RNA 
Jedro odrasle semenčice vsebuje raznovrsten nabor molekul RNA, ki so transkripcijsko 
inertne. Te molekule imajo velik potencial v diagnostiki. Wang in sod. so leta 2011 odkrili 
7 miRNA, ki se po izražanju značilno ločijo od kontrolne skupine: hsa-miR-34c-5p, hsa-
miR-122, miR-146b, miR-181a, miR-374b, miR-509–5p, in miR-513a-5p. Pokazali so 
tudi, da imata fenotipa azoospermije in atenozoospermije med seboj različne profile 
izražanja omenjenih miRNA (Wang in sod., 2011, Tahmasbpour in sod., 2014). Wu in sod. 
so analizirali dve izbrani miRNA (miR-19b in let-7a) v povezavi s moško neplodnostjo pri 
človeku. Ugotovili so, da je njuno izražanje pri neplodnih bolnikih z NOA močno povišano 
v primerjavi s plodno skupino. Rezultat so potrdili tako, da so analizo še enkrat izvedli na 
drugi neodvisni skupin in s tem povečali možnost, da bi se analiza omenjenih miRNA 
lahko uporabljala kot indikator za okvaro semena (Wu in sod., 2012, Tahmasbpour in sod., 
2014). Wu in sod. izvedli analizo vzorcev izražanja miRNA na ravni celotnega genoma pri 
bolnikih z NOA. V primerjavi s kontrolno skupino so odkrili močno povišanje izražanja 
miR-141, miR-429 in miR-7-1-3p (Wu in sod., 2013). V študiji iz leta 2014 so validirali 
nabor petih miRNA (hsa-miR-34b, hsa-miR-34b, hsa-miR-34c-5p, hsa-miR-429 in hsa-
miR-122) kot potencialne biooznačevalce za diagnosticiranje moške neplodnosti. S qPCR 
so analizirali izražanje miRNA in ugotovili, da se rezultati razlikujejo med skupinama 
plodnih in neplodnih bolnikovin celo med skupinami z različnim fenotipim moške 
neplodnosti (Abu-Halima in sod., 2014). Dabaja in sod. odkrili še štiri pomembne miRNA, 
katerih izražanje se pri bolnikih s potrjeno SCOS zniža, in sicer se izražanje miR-202-5p 
zniža 17-krat, izražanje miR-34c-5p se zniža 346-krat, izražanje miR-10b se zniža 18-krat 
in izražanje miR-126 pa 40-krat (Dabaja in sod., 2015). V Preglednici 2 je zbranih 13 
miRNA, ki so povezane z moško neplodnostjo. 
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Preglednica 2: Seznam miRNA, ki so povezane z moško neplodnostjo. 
Ime Funkcija Izražanje Fenotip Referenca 
družina  
miR-34  
omrežje tumorske 
supresije p53 
znižano 
NOA in 
oligospermija 
Wang in sod. (2011);  
Abu-Halima in sod. (2014); 
Dabaja in sod. (2015) 
miR-122 
zavira prepisovanje 
tranzicijskega proteina 2 
znižano 
NOA 
oligospermija 
Wang in sod. (2011) 
miR-19b inhibicija apoptoze povišano NOA Wu in sod. (2012) 
let-7a celična proliferacija povišano NOA Wu in sod. (2012) 
miR-181a 
regulacija občutljivosti 
celic T 
znižano NOA Wang in sod. (2011) 
povišano oligospermija Wang in sod. (2011) 
miR-146b regulacija apoptoze 
znižano NOA Wang in sod. (2011) 
povišano oligospermija Wang in sod. (2011) 
miR-513a-5p regulacija apoptoze 
znižano NOA Wang in sod. (2011) 
povišano oligospermija Wang in sod. (2011) 
miR-509–5p regulacija apoptoze 
znižano NOA Wang in sod. (2011) 
povišano oligospermija Wang in sod. (2011) 
miR-374b onkogen 
znižano NOA Wang in sod. (2011) 
povišano oligospermija Wang in sod. (2011) 
miR-141 regulacija celičnega cikla povišano 
NOA in 
oligospermija 
Wu in sod. (2013) 
miR-429 podatek ni znan povišano 
NOA in 
oligospermija 
Wu in sod. (2013); Abu-
Halima in sod. (2014) 
miR-202-5p podatek ni znan znižano NOA Dabaja in sod. (2015) 
miR-7-1-3p regulacija celičnega cikla povišano NOA Wu in sod. (2013) 
NOA: neobstruktivna azoospermija 
Čeprav piRNA igrajo pomembno vlogo pri spermatogenezi, je še vedno malo znanega o 
piRNA v spermi neplodnih bolnikov. Hong in sod. so leta 2016 izvedli sistematično 
študijo, v kateri so v plazmi okarakterizirali piRNA, ki bi bile uporabne kot biooznačevalci 
za moško neplodnost. Rezultati NGS so pokazali 61 diferencialno izraženih piRNA pri 
bolnikih z azoospermijo in astenospermijo v primerjavi s kontrolno skupino. Validacija z 
metodo qPCR je omogočila identifikacijo nabor petih piRNA (piR-31068, piR-31925, piR-
43771, piR-43773 in piR-30198), katerih izražanje je bilo značilno znižano pri obolelih. V 
študiji so odkrili visoko koncentracijo majhnih prostoceličnih RNA v plazmi semena. 
Raziskovalci so predvidevali, da je njihov izvor v apoptotskih ali poškodovanih moških 
spolnih celicah, zlati iz pahitenih spermatocit in okroglih spermatid (Hong in sod., 2016). 
V nedavni študiji so celovito karakterizirali profil izvenceličnih RNA v človeški spermi. 
Pokazali so, da je znantna količina kratkih RNA (vključno z miRNA, Y RNA in tRNA) 
zaščitenih v semenskih eksomih, lipidnih mikrodelcih, ki so med seboj povezani in izvirajo 
iz različnih virov celic v moškem genitalnem traktu. Ker eksomi lahko delujejo kot 
prenašalci RNA v iz celic v celice, lahko predvidevamo, da imajo tudi piRNA, ki jih 
eksomi vsebujejo vlogo celičnega signaliziranja (Vojtech in sod., 2014).  
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4.2.4 Epigenetski dejavniki 
Na področju epigenetskih raziskav najdemo predvsem analize metilacijskih vzorcev na 
genih, ki kodirajo proteine ali nekodirajoče RNA. Če je bil podatek na voljo v publikaciji, 
smo za vsako regijo s spremembo v metilaciji (angl. differentially methylated region, 
DMR) zapisali, kako se metilacija razlikuje od nespremenjenega stanja; ali gre za hipo- ali 
hipermetilacijo. Če so v študiji raziskovali vzorec metilacije v kombinaciji z vzorcem 
izražanja gena, smo to zabeležili v posebnem razdelku. Zapisali smo tudi ime uporabljene 
metode. Največ se uporablja metoda NGS, sekvenciranje metilirane DNA z 
imunoprecipitacijo (angl. methylated DNA immunoprecipitation; MeDip-Seq), analiza 
DMR, metoda bisulfitne modifikacije in za metilacijo specifični PCR (angl. methylation-
specific PCR; MSP). Metilacija DNA je najbolj okarakteriziran epigenetski proces, do 
katerega pride zaradi pripenjanja metilne skupine na mesto 5' nukleotida citozina. Reakcijo 
katalizirajo encimi DNA metiltransferaze (Dada in sod., 2012). Čeprav povezava med 
neplodnostjo in metilacijo genov ni še popolnoma razjasnjena, so z GWAS našli 2752 CpG 
dinukleotidov s spremenjenimi metilacijskimi vzorci. Kar je še bolj pomembno, so bila ta 
CpG mesta znatno povezana z metiliranimi mesti, specifičnimi za spolne celice (Urdinguio 
in sod., 2015). V drugi raziskavi metilacije DNA s pristopom GWAS so poročali, da lahko 
na podlagi napovednih modelov z 82 % občutljivostjo in 99 % napovedno vrednostjo 
razvrstimo moške po plodnem statusu (plodni ali neplodni). Identificirali so tudi genetske 
gruče, ki napovedujejo slabo formiranje embrija, če se neplodni par odloči za IVF (Aston 
in sod., 2015). Friemel in sod. (2014) so izolirali DNA iz periferne krvi bolnikov z moško 
neplodnostjo in jih primerjali z zdravimi bolniki. Identificirali so 471 diferencialno 
metiliranih CpG dinukleotidov, ki se prekrivajo z genomskimi regijami 287 gostiteljskih 
genov. Veliko teh gostiteljskih genov je bilo povezanih z receptorsko aktivnostjo MHC 
razreda II in vezavo piRNA. Ugotovili so, da je bilo 445 od 471 diferencialno metiliranih 
CpG povezanih s SNP-ji (Friemel in sod., 2014).  
4.2.5 Raven proteinov 
Pri poglavju proteinov smo beležili platformo, s katero je bilo merjeno izražanje proteina. 
Ugotovili smo, da je največ v uporabi ko-imunoprecipitacija, sklopljena s prenosom 
western (angl. western blot). Zabeležili smo tudi podatek o spremembi izražanja proteina; 
(znižano ali povišano). Če se je izražanje ujemalo s preiskovanim metilacijskem vzorcem 
gena, smo zabeležili tudi tega. Za nekatere proteine je bila dokazana direktna povezava 
med vzorci izražanja proteina in moško neplodnostjo. Na primer za gen Dpy19l2 so 
uporabili pristop kandidatnega gena in analiza je bila zastavljena tako, da je bil gen izbit 
pri miši, nato pa so analizirali izražanje in vpliv od gena do proteina (Escoffier in sod., 
2015). Bieniek in sod. so leta 2016 objavili pregledni članek, kjer so navedli proteine s 
skoraj absolutno občutljivostjo in specifičnostjo za diagnostiko moške neplodnosti 
(Preglednica 3), s katerimi bi lahko vsaj ločevali med različnimi etiologijami azoospermije, 
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kot so: neobstruktivna azoospermija, obstruktivna azoospermija, hipospermatogeneza 
(HS), zastoj dozorevanja semenčic (angl. maturation arrest; MA) in SCOS (Bieniek in 
sod., 2016). 
Preglednica 3: Proteinski biooznačevalci za razlikovanje med različnimi podskupinami neobstruktivne 
azoospermije (prirejeno po Bieniek in sod., 2016).  
Diagnoza (pozitivni test) Biooznačevalec 
Občutljivost 
(%) 
Specifičnost 
(%) 
Meja 
Normozoospermija (vs. azoospermija) 
TEX101 100 100 >120 ng/ml 
LDHC 100 100 >160 ng/ml 
ACRV1 93 97 pozitiven test 
NOA (vs. OA) 
ECM1 100 73 >2.3 µg/ml 
PTGDS 28,6 50 >100 ng/ml 
HS (vs. SCO) TEX101 67 100 >5 ng/ml 
MA (vs SCO) TEX101 54 100 >5 ng/ml 
Ugoden izid microTESE pri NOA LGALS3BP 45 100 >153 ng/ml 
NOA: neobstruktivna azoospermija, OA: obstruktivna azoospermija, MA: zastoj dozorevanja semenčic, HS: 
hipospermatogeneza, microTESE: mikrokirurška testikularna ekstrakcija sperme iz mod 
V skupini proteinov so za raziskave moške neplodnosti še posebej zanimivi protamini. 
Plodni moški imajo navadno enako razmerje med protamini P1 in P2, spremenjeno 
razmerje in izražanje P1/P2, pa je bilo povezano z zmanjšano funkcijo sperme. Meta-
analiza raziskav, ki so preučevale povezavo razmerja P1/P2 z moško neplodnostjo je 
pokazala , da je razmerje povečano pri neplodnih bolnikih v primerjavi z zdravimi 
moškimi (Ni in sod., 2016).  
4.3 OBLIKOVANJE POBUDE ZA POENOTENJE REZULTATOV V ZNANSTVENI 
LITERATURI 
Med zbranimi objavami smo smo izbirali študije, v katerih so bili podatki predstavljeni 
pregledeno in jasno. Te smo uporabili kot vzorec za oblikovanje minimalnih zahtev za 
oblikovanja rezultatov v znanstveni literaturi (Preglednica 4 in Preglednica 5). Na osnovi 
zbranih in dopolnjenih podatkov, smo oblikovali pobudo za poenotenje oblikovanja 
rezultatov v znanstveni literaturi. Postopek je potekal vzporedno z razvojem podatkovne 
zbirke in razjasnil, katere vrste informacij so tipične in skupne večini študijskih pristopov. 
Oblikovali smo minimalno število bistvenih informacij, za katere je priporočljivo, da so na 
voljo v znanstvenih publikacijah s področja moške neplodnosti. Na osnovi analize 
objavljene literature predlagamo, da je potrebno navesti biotip lokusa, njegovo uradno ime, 
identifikacijsko številko gena, številko kromosoma in genomske koordinate lokusa. 
Pomemben je podatek o etnični skupini preiskovanih bolnikov, število preiskovancev, 
vključno z bolniki in kontrolami. Pomemben podatek je uporabljena metodologija, klinični 
podatki oz. podrobnosti fenotipa. Poimenovanje fenotipa je potrebno urediti v skladu z 
ontologijo za bolezni. V primeru preglednih člankov je potrebno navesti še PubMed ID 
originalne raziskave in citirati originalno raziskavo (Preglednica 6). Dodatne informacije 
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so odvisne od biotipa preiskovanega lokusa in raziskovalnega pristopa. Za beleženje SNP-
jev je, na primer, priporočljivo pisanje referenčna SNP identifikacijske številke (rs#), 
biotip polimorfizma, MAF, vrednost p, OR, podrobnosti metode – platforme. Pri povišanju 
števila nukleotidnih ponovitev je priporočljivo pisanje repetitivne enote in števila 
ponovitev, medtem ko je pri študijah izražanja genov pomemben podatek o regulaciji 
izražanja gena; povišanje ali zmanjšanje. Če gre za miRNA, beležimo tudi njeno ime v 
skladu z zbirko miRBase. Če obstaja sopojavnost bolezni ali sindroma, to zabeležimo v 
poseben razdelek. Pri poročanju rezultatov za CNV-jev se navede njegov tip (duplikacija, 
delecija). Če genomska regija, vključena v kromosomsko spremembo vsebuje gen, je 
potrebno navesti njegovo ime. Pri epigenetskih študijah nas zanima, kakšen epigenetski 
mehanizem je bil preiskovan, pri kromosomskih nepravilnostih pa je potrebno navesti, 
kakšna sprememba je bila odkrita (Preglednica 7). 
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Preglednica 4: Primeri genomskih lokusov, ki so povezani s tveganjem za moško neplodnost. Preglednica predstavlja izvleček iz podatkovne zbirke. Izrazi so v 
angleščini, saj bo v tem jeziku na voljo tudi podatkovna zbirka. 
Locus Patients Method Phenotype Reference 
Locus biotype 
Locus name/ 
gene symbol; 
HGNC 
Gene name 
(species) 
Entrez 
gene ID 
(species) 
Chrom- 
osome 
Genomic 
coordinate of the 
polymorphism 
(start) 
Genomic 
coordinate of the 
polymorphism 
(end) 
Race/ 
Ethnicity* 
Number of 
participants 
(infertile/controls) 
Study 
approach 
Phenotype / disease 
Disease 
Ontology ID 
PubMed 
ID 
Reference 
SNP CREM 
cAMP responsive 
element modulator 
1390 10 35185771 35185771 Chinese 361/368 iPLEX assay azoospermia 14227 24943041 He in sod. (2014) 
SNP CYP1A1 
cytochrome P450, 
family 1, 
subfamily A, 
polypeptide 1 
1543 15 74719300 74719300 / 1060/1225 
Meta-
analysis 
male infertility 12336 24466186 Luo in sod. (2014) 
SNP BRDT 
bromodomain, 
testis-specific 
676 1 91979700 91979700 European 52/40 GWAS oligozoospermia 14228 19478329 
Aston in Carrell 
(2009) 
SNP TP53  tumor protein p53 7157 17 7676154 7676154 Iranian 110/180 PCR-RFLP  
azoospermia, 
oligozoospermia 
 
14227, 14228 21943018 
Mashayekhi in 
Hadiyan (2012) 
Tandem 
repeat 
ATXN1 ataxin 1 6310 6 16299112 16761491 
Taiwanese 
study 
31/35 PCR-RFLP oligozoospermia 14228 19597981 Lai in sod. (2009) 
MicroRNA 
gene 
MIR520D  microRNA 520d 574482 19 53720096 53720182 Chinese 3/2 qPCR azoospermia  14227 19210773 Lian in sod. (2009) 
CNV 3p11.1 / / 3 89476719 89499633  German 37/100 Array-CGH SCOS 0050457 21559371 
Tüttelmann in sod. 
(2011) 
CNV 3p11.1 / / 3 89476719 89499633 German 89/100 Array-CGH oligozoospermia 14228 21559371 
Tüttelmann in sod. 
(2011) 
CNV Xp22.33 / / X 1544 226372 
Italian, 
Spanish 
96/103 Array-CGH male infertility 12336 23056185 
Krausz in sod. 
(2012) 
Protein PLCZ1 
phospholipase C, 
zeta 1 
89869 12 18683169 18738057 
French, 
Tunisian 
study 
2/0 
Immunogold 
labeling 
globozoospermia n.a. 25354701 
Escoffier in sod. 
(2015) 
Protein 
coding gene 
DDR1 
discoidin domain 
receptor tyrosine 
kinase 1 
780 6 30876421 30900156 
American 
study 
16/5 
Bisulfite 
sequencing 
azoospermia 14227 25064398 
Ramasamy in sod. 
(2014) 
Chromosome 14q31.1q31.3 / / 14 83247846 84577905 
Turkish 
study 
1/0 Array-CGH azoospermia 14227 23031811 Yakut in sod. (2013) 
n.a.: izraz ni na volj v podatkovni zbirki Disease Ontology; *ali država študije, če rasa ali etnična skupina nista navedeni 
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Preglednica 5: Predlagana oblika dodatnih informacij v raziskavah na področju genetike moške neplodnosti. Nadaljevanje Preglednice 4. 
Gene symbol: 
HGNC 
Additional information* 
Polymorph-
ism ID (rs 
number) 
Polymorph-ism 
biotype 
MAF P value OR 
Method / 
platform - details 
Repeat 
polymor-
phism 
Number of 
repeats 
Regulation 
(up- or 
down-
regulation) 
MicroRNA 
Disease 
comorbidity, 
associated 
syndrome 
CNV type  
Overlapp-
ing gene 
Epigenetic 
mechanism 
Chromo-some 
aberration 
CREM rs4934540 intron variant 
C=0.327
9/1642  
0.011 1.317 
Sequenom 384-
element Spectro 
CHIP array 
         
CYP1A1 rs4646903 
downstream 
variant 500B 
G=0.293
1/1468 
<0,001 1.36           
BRDT rs3088232 missense 
G=0.130
4/653 
NA NA 
Illumina 
BeadXpress® 
               
TP53  rs1042522 missense 
G=0.457
1/2289 
0.013 1.581 
 
               
ATXN1      <0.05 NA 
 
CAG 19-38            
MIR520D       NA NA 
 
    down miR-520d-3p         
3p11.1    <0.05 NA 
Agilent Human 
Genome CGH 
Microarray Kits 
244A and 400K 
     deletion EPHA3   
3p11.1    <0.05 NA 
Agilent Human 
Genome CGH 
Microarray Kits 
244A and 400K 
     deletion EPHA3   
Xp22.33    0.003 1.5 
Agilent Human 
Genome CGH 
Microarray 
Custom 8x60 K 
     duplication 
LINC00
685 
  
PLCZ1      ≤ 0.05 NA          
Bardet-Biedl 
Syndrome 
      
DDR1       <0.05 NA 
 
    
Not 
conclusive 
      
CpG 
hypermethyl
-ation 
 
14q31.1q31.3    NA NA          
insertional 
translocation 
*različno glede na uporabljen pristop
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Zbrane podatke smo razvrstili v pet kategorij: 1. informacije v povezavi s preiskovanim 
lokusom, 2. informacije o bolnikih, udeleženih v raziskavo, torej njihovo etnično skupino 
ali državo, kjer je bila študija izvedena, in število udeležencev (neplodni/kontrole), 3. 
metodologijo, 4. informacije o kliničnih podatkih in sopojavnosti bolezni in 5. informacije 
o referenci. Dvanajst primerov genskih lokusov, ki so povezani z moško neplodnostjo in so 
oblikovani v skladu z našo predlagano standardizirano obliko, je predstavljenih v 
Preglednici 4 in Preglednici 5 (Aston in Carrell, 2009; Mashayekhi in Hadiyan, 2012; Lai 
in sod., 2009; Lian in sod., 2009; Tüttelmann in sod., 2011; Escoffier in sod., 2015; Shen 
in sod., 2013; Lu in sod., 2013; Ramasamy in sod., 2014; Yakut in sod., 2013; He in sod., 
2014; Luo in sod., 2014; Krausz in sod., 2012). Predstavljeni rezultati omogočajo vpogled 
v heterogenost in širok obseg objavljenih rezultatov v povezavi z genetiko moške 
neplodnosti. Iz preglednic 4 in 5 je razvidno, da smo združili podatke, pridobljene z 
različnimi metodami.  
Pobuda za poenotenje oblikovanja rezultatov v znanstveni literaturi je bila objavljena v 
znanstveni reviji Systems Biology in Reproductive Medicine pod naslovom Initiative for 
standardization of reporting genetics of male infertility (Traven in sod., 2017). Izrezek 
prve strani objavljenega originalnega znanstvenega članka je prikazan v Prilogi A. Na 
osnovi zbranih in urejenih podatkov smo predlagali standardizirano obliko za poročanje 
genetskih vzrokov moške neplodnosti, kar predstavlja prvi korak k poenotenju rezultatov v 
originalnih in preglednih člankih. V uvodniku te številke revije je urednik izpostavil 
pomembnost našega prispevka. Na osnovi našega prispevka so v reviji uvedli nove 
standarde, vzpostavili novo kategorijo člankov Clinical Corner: Diagnostics in od leta 
2017 je za raziskovalce zahtevano, da podatke v raziskavah uredijo v skladu s pobudo, ki 
smo jo razvili v okviru magistrskega dela. To pomeni, da morajo študije, ki poročajo o 
genetskih informacijah, povezanih z moško neplodnostjo predložiti tudi preglednico, ki 
povzema rezultate študije. Naši predlogi in primeri dobre prakse poročanja rezultatov so 
sedaj na voljo kot del spletnih navodil za avtorje (angl. instructions for authors). Takšne 
preglednice bodo olajšale dostop do standardiziranih rezultatov, kar pa je bistvenega 
pomena za realiziranje potenciala osebne reproduktivne medicine (Krawetz in sod., 2017).  
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Preglednica 6: Minimalni seznam informacij, predlaganih za vključitev v publikacije s področja genetike moške neplodnosti pri človeku, podatkovne zbirke, ki so vir 
informacij ter primeri.  
Informacija Vir  Primeri (v angleškem jeziku) 
In
fo
rm
ac
ij
e 
o
 l
o
k
u
su
 
Biotip lokusa The Sequence Ontology (http://www.sequenceontology.org) 
 
SNP, microRNA gene, tandem repeat, CNV, 
protein, protein coding gene 
Ime lokusa / simbol gena HGNC (http://www.genenames.org/) BRDT, MIR520D, Vegfa  
Ime gena HGNC (http://www.genenames.org/) bromodomain, testis-specific, microRNA 
520d, vascular endothelial growth factor A 
Entrez ID gena Entrez (www.ncbi.nlm.nih.gov) 676, 574482, 22339 
Zaporedna št. kromosoma Ensembl (http://www.ensembl.org) 1, 19, 6 
Genomske koordinate 
polimorfizma, lokusa 
dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) (SNP) 
Ensembl (http://www.ensembl.org) (gene) 
UCSC (http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg38/database/) – 
file cytoband.txt (točke preloma na kromosomih) 
91979700-91979700 (SNP),  
43770184-43786487 (protein coding gene) 
In
fo
rm
ac
ij
e 
o
 b
o
ln
ik
ih
 Rasa / etnična skupina pri 
človeku  
Raziskava Iranian, Chinese, German 
Število udeležencev 
(neplodni/kontrole) 
Raziskava 177/244 
 Metodologija Raziskava GWAS, PCR-RFLP, qPCR, Array-CGH, 
western blot, bisulfite sequencing 
In
fo
rm
a-
ci
je
 o
 
fe
n
o
ti
p
u
 Klinični podatki Raziskava azoospermia, oligozoospermia, SCOS, 
globozoospermia 
Ontologija bolezni  Disease Ontology (http://disease-ontology.org/) 14227, 14228, 0050457, not available 
R
ef
er
e-
n
ca
 
PubMed ID (v preglednih 
člankih) 
Raziskava 21559371, 24169552 
Reference (v preglednih člankih) Raziskava Tüttelmann in sod., 2011, Lu in sod., 2013 
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Preglednica 7: Seznam dodatnih informacij, predlaganih za vključitev v publikacije s področja genetike moške neplodnosti, podatkovne zbirke, ki so vir informacij ter 
primeri. Podatki so odvnisni od biotipa lokusa in raziskovalnega pristopa študije. 
Informacija Vir  Primeri (v angleškem jeziku) 
Referenčna SNP identifikacijska št. (rs#) dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) rs3088232, rs1042522 
Biotip polimorfizma dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) missense, intron variant, synonymous 
Frekvenca manj pogostega alela (MAF) dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) G=0.1304/653, G=0.4571/2289, A=0.1458/730 
P vrednost Raziskava <0,05, 0,021 
Razmerje obetov (OR) Raziskava 1,572, 2,31 
Podrobnosti metode – platforme Raziskava 
Affymetrix Chip HG-U133 Plus 2.0, Sequenom iPLEX (5-
400), Illumina BovineSNP50 Bead chip comprising 54000 
Sekvenca polimorfizma ponavljanja Raziskava CAG 
Št. ponovitev Raziskava 19-38 
Regulacija gena Raziskava Up-regulated, down-regulated 
Ime mikroRNA Sanger miRBase (http://www.mirbase.org/) miR-520d-3p, miR-7-1-3p, miR-21 
Komorbidnost bolezni Raziskava Klinefelter Syndrome, Deafness-Infertility Syndrome 
Tip CNV-ja  Raziskava deletion, duplication 
Vključen gen Raziskava EPHA3, ZNF630 
Epigenetski mehanizem  Raziskava CpG hypermethylation, hypomethylation 
Kromosomska nepravilnost Raziskava Translocation, inversion, deletion 
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4.4 OBOGATITVENA ANALIZA KANDIDATNIH LOKUSOV IN DOLOČANJE 
POVEZANIH BIOLOŠKIH POTI, BOLEZNI IN SINDROMOV 
Za lokuse, ki so bili z neplodnostjo povezani pri človeku (n=936) smo želeli ugotovili, s 
katerimi biološkimi potmi so povezani in jih razporediti po prioriteti. Analizo smo 
izvedli z bioinformacijskim orodjem ConsensusPathDB. Opazovali smo tudi povezave 
bioloških poti med seboj in jih prikazali z diagramom. 
4.4.1 Določanje bioloških poti z bioinformacijskim orodjem ConsensusPathDB 
Z bioinformacijskim orodjem ConsensusPathDB smo analizirali 936 kandidatnih 
lokusov. Rezultat je bil 230 bioloških poti, v katere so vključeni geni iz naše 
podatkovne zbirke in so zadostile pogoju p vrednost, nižja od 0,01. Za nadaljnjo analizo 
smo upoštevali 15 najbolj značilno povezanih bioloških poti (Preglednica 8). Iz 
nadaljnje analize smo izločili dve biološki poti, ki nista smiselno povezani z 
neplodnostjo pri moških, in sicer izločili smo biološko pot jajčnikov in steroidogenezo v 
jajčnikih. 
Preglednica 8: Biološke poti, v katere so vključeni kandidatni geni, povezani z moško neplodnostjo. 
Biološka pot 
Vsi geni, v 
biološki 
poti 
Število 
kandidatnih 
lokusov* 
% kand. 
lokusov*  
Vrednost p 
Ovarian Infertility Genes 31 13 41,9 3,320E-09 
Direct p53 effectors 147 23 15,8 4,990E-06 
Insulin resistance  109 19 17,4 7,390E-06 
Selenium Micronutrient Network 83 16 19,3 1,030E-05 
Folate Metabolism 66 14 21,2 1,170E-05 
Vitamin B12 Metabolism 51 12 23,5 1,610E-05 
EGFR1 458 47 10,3 2,670E-05 
Herpes simplex infection  185 25 13,5 3,060E-05 
Regulation of cholesterol biosynthesis by 
SREBP  
31 9 29,0 3,090E-05 
MAPK Signaling Pathway 168 23 13,7 5,120E-05 
Activation of gene expression by SREBF  26 8 30,8 5,400E-05 
Ovarian steroidogenesis 50 11 22,0 7,060E-05 
Metabolism 2035 149 7,4 8,320E-05 
TGF beta Receptor 176 23 13,1 9,710E-05 
Mechanism of gene regulation by peroxisome 
proliferators via ppara 
53 11 20,8 0.000124 
*Število in odstotek genov iz podatkovne zbirke lokusov, povezanih z reprodukcijo pri moškem spolu 
sesalcev. 
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Pri 13 izbranih bioloških poteh smo pogledali ali se kateri geni pojavljajo v več 
bioloških poteh. Ugotovili smo, da se dva gena (NFKB1 in TNF) pojavita v 7 od 13 
bioloških poteh, dva gena, ki sta vpletena v šest bioloških poti, tri gene, ki so vpleteni v 
pet bioloških poti, sedem genov, ki sodelujejo v štirih bioloških poteh in 22 genov, ki so 
vpleteni v tri biološke poti od 13 izbranih (Preglednica 9). 
Preglednica 9: Geni, prisotni v več bioloških poteh, glede na bioinformacijsko analizo z orodjem 
ConsensusPathDB. 
Število 
bioloških 
poti 
Geni (simboli) 
7 NFKB1, TNF 
6 TP53, JUN 
5 IL6, INSR, LDLR 
4 CAV1, MTHFR, MTR, PTEN, SREBF1, TGFB3, SCARB1 
3 
CAT, ELOVL6, FAS, LSS, NOS3, PDPK1, PIK3R3, PLG, PPP1CA, 
PPP1CC, PTPN11, SC5D, SCD, SOCS3, SOD1, SOD3, TM7SF2, 
DUSP1, MT-CO2, NR1H3, PRKAR1A, RB1 
4.4.2 Prikaz najbolj značilnih bioloških poti z bioinformacijskim orodjem 
ConsensusPathDB 
Izmed 230 bioloških poti, identificiranimi z orodjem ConsensusPathDB, ki so ustrezale 
statistični omejitvi vrednost p < 0,01, smo izbrali 13 bioloških poti za vizualizacijski 
prikaz. Glede na kriterij, da si morajo biološke poti med seboj deliti vsaj en kandidatni 
lokus, da jih štejemo kot med seboj prekrivajoče, smo pridobili rezultat, ki je prikazan 
na Sliki 2. Kriterij smo nato zmanjšali na sedem kandidatnih genov, ki se nahajajo v 
bioloških poteh, saj smo želeli preveriti medsebojni vpliv in povezavo med biološkimi 
potmi (Slika 3). Na koncu smo povišali kriterij na 10 genov in s tem pridobili med seboj 
najbolj povezane biološke poti (Slika 4). Ugotovili smo, da se med seboj najbolj 
prekrivajo biološka pot metabolizma folata, vitamina B12 in selena (Preglednica 10). 
Enajst genov (MTHFR, PLG, SCARB1, NFKB1, INSR, MTR, TNF, LDLR, IL6, SOD1 in 
SOD3) je vpletenih v vse tri biološke poti. 
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Slika 2: Prikaz bioloških poti, ki vsebujejo kandidatne lokuse, povezane z moško neplodnostjo, in si 
delijo vsaj en kandidatni gen. 
 
 
 
Slika 3: Prikaz bioloških poti, ki vsebujejo kandidatne lokuse, povezane z moško neplodnostjo, in si 
delijo vsaj 7 kandidatnih genov. 
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Slika 4: Prikaz bioloških poti, ki vsebujejo kandidatne lokuse, povezane z moško neplodnostjo, in si 
delijo vsaj 10 kandidatnih genov. 
 
Preglednica 10: Kandidatni lokusi, povezani z moško neplodnostjo, vpleteni v biološke poti metabolizma 
folata, vitamina B12 in selena. 
Biološka pot Kandidatni lokusi, povezani z moško neplodnostjo 
Metabolizem folata in vitamina B12 
MTHFR, PLG, SCARB1, NFKB1, INSR, MTR, TNF, LDLR, 
IL6, SOD1, SOD3 
Metabolizem folata in selena 
MTHFR, PLG, SCARB1, NFKB1, INSR, MTR, TNF, LDLR, 
IL6, SOD1, SOD3, CAT 
Metabolizem selena in vitamina B12 
MTHFR, PLG, SCARB1, NFKB1, INSR, MTR, TNF, LDLR, 
IL6, SOD1, SOD3 
4.4.3 Iskanje povezanih bolezni in sindromov z bioinformacijskim orodjem 
DAVID 
Z bioinformacijskim orodjem DAVID Bioinformatics Resources 6.8 smo na podlagi 
870 vnešenih kandidatnih lokusov pridobili 845 bolezni, v katere so vpleteni lokusi, 
predhodno povezani z moško neplodnostjo. Izbrali smo 14 bolezni in sindromov, ki so 
najbolj ustrezali izbranim statističnim omejitvam (Preglednica 11). Bolezen, najbolj 
značilno povezana s kandidatnimi geni je moška neplodnost. Sledita azoospermija in 
oligozoospermija. Druge bolezni so še endometrioza pri ženskah, adenokarcinom 
požiralnika, rak prostate, rak dojk in jajčnikov pri ženskah, rak debelega črevesja, 
pljučni rak, kronična obstruktivna pljučna bolezen, endometrijske neoplazme in 
epitelijski rak jajčnikov pri ženskah. S to analizo smo analizirali gene, ki so povezani 
vsaj z dvema boleznima in pripomogli k molekularni razlagi sopojavnosti bolezni.  
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Preglednica 11: Seznam bolezni in sindromov, s katerimi so povezani kandidatni lokusi iz podatkovne 
zbirke moške neplodnosti. 
Bolezen/sindrom Vrednost p Kandidatni lokusi, povezani z moško neplodnostjo 
Male infertility 1,89E-23 
TNF, AURKC, KITLG, FASLG, KIT, SPO11, SLC19A1, YBX2, GSTM1, MTHFR, 
EPPIN, DAZL, NOS3, FAS, AR, DAZ1, DAZ2, CYP1A1, GSTT1, TNP1, PDE3A, CFTR, 
ESR2, UBE2B, FSHR, MTR, BPY2, PRM1, PRM2, GSTP1, NR5A1, USP26 
Azoospermia/ 
Oligospermia 
1,72E-16 
AR, KIF17, CREM, TNP1, FASLG, KIT, SPO11, ESR2, UBE2B, YBX2, MTHFR, TEX15, 
DDX25, MTR, PIWIL1, PIWIL2, BRDT, KDM3A, PRM1, FAS, PRM2, SMC1B, USP26 
Endometriosis 1,47E-12 
TNF, CYP2C19, HSD17B1, FASLG, NFKB1, PTEN, PGR, GSTM1, VDR, ACE, NOS3, 
HLA-DPB1, FAS, AR, GNRH1, CYP1A1, IL1RN, TP53, GSTT1, ESR2, FSHR, PLG, 
AHR, CYP17A1, CDKN1B, GSTP1, CLOCK 
Esophageal 
adenocarcinoma 
1,19E-10 
RAD23B, FGFR4, TNF, GRIK1, HSD17B1, RAG1, CXCR1, NFKB1, HUS1B, DIDO1, 
PTEN, PGR, AKR1C3, SLC29A1, VDR, MTHFR, ICOS, BCL2, CDA, NOS3, HSD17B3, 
FAS, HSD17B4, DNMT3B, TERT, APC, GSTA2, REV1, CYP1A1, CYP2C9, IL1RN, 
TP53, BTNL2, ITGA2, CFTR, RB1, BRCA1, AHR, PTPN11, MMP10, CYP17A1, 
CDKN1B, IGF2R, MTR, PDGFRB, FOXC1, DPYD, IGFBP3, GSTP1 
Prostate cancer 2,80E-10 
CYP2C19, CYP2D6, CXCR1, NFKB1, TLR5, PTEN, GSTM1, AKR1C3, MAGED1, PGR, 
RPN1, SLC22A3, NOS3, TERT, AR, CYP1A1, TP53, GSTT1, CFTR, ESR2, INHA, 
FSHR, INHBB, INHBA, ACVR2A, FANCD2, ATP5C1, CLOCK, GSTP1, CAV2, CAV1, 
FGFR4, TNF, HSD17B1, SLC19A1, VDR, ACE, MTHFR, BCL2, HSD17B3, HSD17B4, 
PIK3R3, DNMT3B, APC, GSTA2, CUBN, GNRH1, CYP2C9, PSAP, IL1RN, ITGA2, 
SMAD3, CREB5, TET2, BRCA1, SOD3, CYP17A1, CDKN1B, MTR, BNIP3L, IGFBP3 
Breast/prostate 
cancer 
5,86E-10 
AR, CYP1A1, GNRH1, HSD17B1, IGFBP6, INHA, ESR2, FSHR, AKR1C3, INHBB, 
PGR, ACVR2A, INHBA, CYP17A1, IGF2R, HSD17B3, HSD17B4, IGFBP3, INSR 
Ovarian cancer 7,42E-10 
WNT5A, SAT1, TNF, LTBP1, IFITM1, HSD17B1, TGFB3, FASLG, MLH3, DCN, 
CCNG1, SOX9, MIR21, TIMP3, PTEN, IFI35, TGFB2, PGR, GSTM1, VDR, MTHFR, 
WISP1, MIR145, BCL2, NOS3, FAS, OGT, HSD17B4, TERT, MEST, AR, CYP1A1, 
IL1RN, TP53, GSTT1, RB1, ESR2, FSHR, BRCA1, INHBA, CYP17A1, CDKN1B, JUN, 
PDGFRB, DPYD, TNFAIP3, IGFBP3, IFI6, GSTP1 
Colorectal 
cancer 
1,27E-09 
LTBP1, CYP2C19, BTRC, CYP2D6, FASLG, NFKB1, MLH3, PTEN, GSTM1, PGR, 
WISP1, NOS3, FAS, INSR, MYO3A, CYP1A1, TP53, GSTT1, RB1, ESR2, AHR, INHBA, 
TNFRSF10B, GSTP1, RAD23B, CAV1, TNF, CX3CL1, SLC19A1, HIC1, VDR, ACE, 
MTHFR, EIF3H, HSD17B3, DNMT3B, APC, NR1H3, SELP, GSTA2, CUBN, CYP2C9, 
IL1RN, ITGA2, SELENOS, BRCA1, TP73, CYP17A1, MTR, DNMT1, DPYD, IGFBP3, 
MGST1 
Lung cancer 2,43E-09 
SAT1, CYP2C19, LDLR, MASP1, CYP2D6, IGFBP6, FASLG, CXCR1, NFKB1, PTEN, 
GSTM1, PGR, AKR1C3, LCAT, SLC2A1, BTBD3, DYNC2H1, NOS3, FAS, INSR, TERT, 
FTL, REV1, CYP1A1, RAN, TP53, PIM1, GSTT1, CFTR, ESR2, AHR, IGF2R, FOXC1, 
GSTP1, RAD23B, CAV1, FGFR4, TNF, FDX1, HSD17B1, RAG1, SLC19A1, VDR, ACE, 
MTHFR, AGO1, CDA, SCARB1, HSD17B4, DNMT3B, MEST, APC, GSTA2, CYP2C9, 
IL1RN, TP73, BRCA1, SOD3, SUV39H2, CYP17A1, CDKN1B, DUSP1, MTR, TEP1, 
IGFBP3 
Chronic 
obstructive 
pulmonary 
disease 
1,07E-08 
LDLR, MASP1, CYP2C19, IGFBP6, CYP2D6, CXCR1, FASLG, NFKB1, PTEN, 
GSTM1, PGR, AKR1C3, LCAT, SLC2A1, NOS3, HHIP, FAS, INSR, TERT, CYP1A1, 
TP53, PIM1, GSTT1, CFTR, ESR2, AHR, IGF2R, FOXC1, GSTP1, RAD23B, CAV1, 
TNF, HSD17B1, RAG1, SLC19A1, VDR, ACE, MTHFR, SCARB1, HSD17B4, MEST, 
APC, IL1RN, BRCA1, SOD3, CYP17A1, CDKN1B, MTR, TEP1, IGFBP3 
Endometrial 
neoplasms 
1,58E-08 
AR, STAR, CYP1A1, HSD17B1, TP53, GSTT1, ESR2, PTEN, BRCA1, PGR, GSTM1, 
CYP17A1, MTHFR, SULT1E1, IGFBP3, TERT, GSTP1 
Epithelial 
ovarian cancer 
1,13E-07 
CYP2C19, GRIK1, IGFBP6, CYP2D6, AURKC, FASLG, NFKB1, MLH3, PTEN, 
TGFB2, H19, PGR, GSTM1, SLC2A1, NOS3, FAS, SULT1E1, INSR, TERT, AR, 
CYP1A1, TP53, GSTT1, TOPBP1, RB1, ESR2, AHR, FANCD2, NEK9, GSTP1, 
RAD23B, DPF3, FGFR4, TNF, HSD17B1, SLC19A1, TIMP3, VDR, ACE, MTHFR, 
BCL2, HSD17B3, HLA-DPB1, HSD17B4, DNMT3B, GNRH1, CYP2C9, PCNT, IL1RN, 
ITGA2, SMAD3, TP73, BRCA1, CYP17A1, CDKN1B, CSNK1D, MTR, TEP1, DPYD, 
IGFBP3, ARHGAP10 
Breast cancer 1,14E-07 
AR, TNF, CYP1A1, GSTT1, FSHR, AKR1C3, GSTM1, INHBB, PGR, INHBA, ACVR2A, 
CYP17A1, HSD17B6, FBN3, GDF9, INSR 
Rhinitis, 
Allergic 
Perennial 
1,61E-07 GSTM1, ACE, MTHFR, TNF, CYP1A1, CYP2C19, CYP2C9, GSTT1, GSTP1  
 
39 
Traven E. Izdelava podatkovne zbirke kandidatnih lokusov za reprodukcijo pri moškem spolu sesalcev. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
Gena CYP17A1 in MTHFR sta vpletena v kar 12 od 14 bolezni. Gen CYP17A1 povezuje 
endometriozo (angl. endometriosis), raka dojk/prostate (angl. breast/prostate cancer), 
raka dojk (angl. breast cancer), neoplazme endometrija (angl. endometrial neoplasms), 
raka jajčnikov (angl. ovarian cancer), pljučnega raka (angl. lung cancer), raka debelega 
črevesja (angl. colorectal cancer), kronično obstruktivno pljučno bolezen (angl. chronic 
obstructive pulmonary disease), epitelijskega raka jajčnikov (angl. epithelial ovarian 
cancer), adenokarcinom požiralnika (angl. esophageal adenocarcinoma) in raka 
prostate (angl. prostate cancer). Gen MTHFR je vpleten v celoletni alergijski rinitis 
(angl. rhinitis, allergic perennial), moško neplodnost (angl. male infertility), 
azoospermijo/oligospermijo, raka jajčnikov (angl. ovarian cancer), kronično 
obstruktivno pljučno bolezen (angl. chronic obstructive pulmonary disease), 
adenokarcinom požiralnika (angl. esophageal adenocarcinoma), raka debelega črevesja 
(angl. colorectal cancer), epitelijskega raka jajčnikov (angl. epithelial ovarian cancer), 
raka dojk/prostate (angl. breast/prostate cancer) in pljučnega raka (angl. lung cancer). 
4.5 ANALIZA GENOMSKE RAZPOREDITVE LOKUSOV 
V naslednjem koraku smo na podlagi genomskih regij želeli določiti kandidatne lokuse, 
ki se med seboj prekrivajo ali pa so  v bližini. Velikost kritične regije smo določili glede 
na velikost predhodno določenih delnih mikrodelecij AZFc regije na kromosomu Y, ki 
obsegajodo 1,6 Mbp. Iz podatkovne zbirke smo izbrali 67 lokusov, za katere smo z 
razporejanjem glede na genomsko lokacijo ugotovili, da so si zelo blizu skupaj. V 
nekaterih primerih gre za iste polimorfizme, ki so bili z moško neplodostjo povezani  v 
več raziskavah. Glede na postavljeni kriterij smo identificirali 15 genomskih regij, ki 
vsebujejo po najmanj tri lokuse, ki se nahajajo na območju, manjšem od 1,1 Mbp 
(Preglednica 12), torej celo bližje, kot smo pričakovali.  
Pridobili smo dve vrsti rezultatov: gre za isti polimorfizem, ki je bil potrjen v več 
raziskavah ali pa je znotraj območja več lokusov z različnim biotipom. Ugotovili smo, 
da se regije, ki vsebujejo več genomskih lokusov na območju manjšem od 1,6 Mbp 
nahajajo na kromosomih 1, 2, 5, 6, 10, 11, 12, 14, 15, 16 in 17. Na kromosomu 14 smo 
našli tri regije, kjer so najmanj trije lokusi, med seboj oddaljeni največ 1,6 Mbp. Na 
kromosomu 16 se nahaja regija, kjer so na dveh genih, PRM1 in PRM2, našli različne 
biotipe genetskih sprememb: dva SNP-ja (Jamali in sod., 2016; Tanaka in sod., 2003), 
spremenjeno izražanje proteinov (Ni in sod., 2016) in spremenjeno izražanje gena 
(Montjean in sod., 2012). Te genetske spremembe se nahajajo na regiji, ki obsega 5,790 
bp. Najmanjša predlagana kritična  regija senahaja na kromosomu 2, kjer se v obsegu 
1,120 bp nahajajo trije SNP-ji. Na kromosomu 17 se nahajajo trije različni biotipi 
(CNV, gen s spremenjenim izražanjem in gen s spremenjenim epigenetskim vzorcem) 
na 1,081,304, kar je največja predlagana kandidatna regija. 
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Preglednica 12: Petnajst genomskih regij z najmanj tremi lokusi za moško neplodnost, ki  so med seboj 
oddajeni manj kot 1,1 Mbp. 
Tip genetske 
spremembe 
Ime lokusa 
Krom-
osom 
Genomska 
koordinata 
(začetek) 
Genomska 
koordinata
(konec) 
Referenca 
Obseg 
genom-
ske 
regije 
(bp) 
SNP MTHFR (rs55763075) 1 11790377 11790377 Zhang in sod. (2015) 
5
,9
4
4
 
SNP MTHFR (rs1801131) 1 11794419 11794419 Aston in sod. (2010) 
SNP MTHFR (rs1801131) 1 11794419 11794419 Kim in sod. (2015) 
SNP MTHFR (rs1801131) 1 11794419 11794419 Yang in sod. (2016) 
SNP MTHFR (rs1801133) 1 11796321 11796321 Tuttelman in sod. (2007) 
SNP MTHFR (rs1801133) 1 11796321 11796321 Yang in sod. (2016) 
SNP FSHR (rs6166) 2 48962782 48962782 Grigorova in sod. (2013) 
1
,1
2
0
 
SNP FSHR (rs6168) 2 48963834 48963834 Wu in sod. (2015) 
SNP FSHR (rs6165) 2 48963902 48963902 Wu in sod. (2015) 
SNP KDM3A (rs2030259) 2 86456519 86456519 Aston in sod. (2010) 
3
2
1
,5
2
2
 SNP KDM3A (rs34605051) 2 86466703 86466703 Aston in sod. (2010) 
CNV 12q21.32 2 86695679 86703030 Stouffs in sod. (2016) 
Izražanje gena RMND5A 2 86720290 86778041 D’Aurora in sod. (2015) 
miRNA MIR449A 5 55170532 55170622 
Abu-Halima in sod. 
(2014) 
6
9
4
,6
2
7
 
miRNA MIR449B 5 55170646 55170742 
Abu-Halima in sod. 
(2014) 
CNV 16q12.2 5 55832511 55865159 Stouffs in sod. (2016) 
SNP BTNL2 (rs498422) 6 32318984 32318984 Zhao in sod. (2012) 
5
3
4
,9
8
7
 Izražanje gena HLA-DRA 6 32439841 32445051 D’Aurora in sod. (2015) 
SNP HLA-DRA (rs3129878) 6 32440958 32440958 Zhao in sod. (2012) 
SNP HLA-DRA (rs7194) 6 32444703 32444703 Hu in sod. (2014) 
Izražanje gena TAP1 6 32845208 32853971 D’Aurora in sod. (2015 
Izražanje gena WTAP 6 159727499 159749421 D’Aurora in sod. (2015) 
9
8
4
,3
7
3
 
Epigenetika IGF2R 6 159969099 160113507 Wang in sod. (2015) 
Epigenetika SLC22A3 6 160348268 160452581 Wang in sod. (2015 
Izražanje gena PLG 6 160702192 160711872 D’Aurora in sod. (2015 
Izražanje gena CUL2 10 35008550 35074330 D’Aurora in sod. (2015 
2
0
3
,9
6
0
 
SNP CREM (rs4934540) 10 35185771 35185771 He in sod. (2014) 
SNP CREM (rs2295415) 10 35212510 35212510 He in sod. (2014) 
Protein  CatSper1 11 66016752 66026517 Tamburrino in sod. (2014) 
8
4
3
,7
2
3
 
SNP 
CATSPER1 
(rs1893316) 
11 66026326 66026326 Shu in sod. (2015) 
Epigenetika LRFN4 11 66856647 66860475 Schütte in sod. (2013) 
SNP SOX5 (rs11046992) 12 23584632 23584632 Xu in sod. (2013) 
4
4
6
,9
7
8
 SNP SOX5 (rs146039840) 12 23949682 23949682 Xu in sod. (2013) 
SNP SOX5 (rs10842262) 12 24031610 24031610 Hu in sod. (2011) 
SNP SOX5 (rs10842262) 12 24031610 24031610 Hu in sod. (2011) 
SNP SOX5 (rs10842262) 12 24031610 24031610 Zou in sod. (2014) 
 se nadaljuje 
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nadaljevanje 
Tip genetske 
spremembe 
Ime lokusa 
Krom-
osom 
Genomska 
koordinata 
(začetek) 
Genomska 
koordinata 
(konec) 
Referenca 
Dolžina 
genom-
ske 
regije 
(bp) 
miRNA ESR2  14 64227032 64294410 Abhari in sod. (2014) 
7
0
8
,3
3
4
 
SNP ESR2 (rs1256049) 14 64257333 64257333 Ge in sod. (2014) 
SNP ESR2 (rs1256049) 14 64257333 64257333 Li in sod. (2014) 
SNP ESR2 (rs1256049) 14 64257333 64257333 Younes in sod. (2016) 
Izražanje gena ZBTB1 14 64504573 64524951 D’Aurora in sod. (2015) 
Izražanje gena CHURC1 14 64914360 64935366 D’Aurora in sod. (2015) 
SNP MLH3 (rs175080) 14 75047125 75047125 Markandona in sod. (2015) 
9
3
1
,0
0
1
 
Izražanje gena NEK9 14 75081378 75127080 D’Aurora in sod. (2015) 
SNP TGFB3 (rs2284792) 14 75977236 75977236 Droździk in sod. (2015) 
SNP TGFB3 (rs3917158) 14 75978126 75978126 Droździk in sod. (2015) 
Izražanje gena MEG3 14 100826107 100861023 D’Aurora in sod. (2015) 
5
8
,7
4
0
 
Epigenetika MEG3 14 100826108 100861026 Laurentino in sod. (2014) 
Epigenetika MEG3 14 100826108 100861026 Kuhtz in sod. (2014) 
Epigenetika RTL1 14 100880655 100884847 Wang in sod. (2015) 
SNP CYP1A1 (rs4646903) 15 74719300 74719300 Luo in sod. (2014) 
1
,3
4
4
 SNP CYP1A1 (rs4646903) 15 74719300 74719300 Qin in sod. (2013) 
SNP CYP1A1 (rs4646903) 15 74719300 74719300 Yarosh in sod. (2013) 
SNP CYP1A1 (rs1048943) 15 74720644 74720644 Qin in sod. (2013) 
SNP CYP1A1 (rs1048943) 15 74720644 74720644 Singh in sod. (2016) 
SNP PRM1 (rs2301365) 16 11281429 11281429 Jamali in sod. (2016) 
5
,7
9
0
 Protein PRM1 16 11280835 11281335 Ni in sod. (2016) 
Izražanje gena PRM2 16 11275639 11276480 Montjean in sod. (2012) 
Protein PRM2 16 11275639 11276480 Ni in sod. (2016) 
SNP PRM2 (c248t) 16 / / Tanaka in sod. (2003) 
CNV 15q14 17 34671574 34841446 Stouffs in sod. (2016) 
1
,0
8
1
,3
0
4
 
Izražanje gena SLC35G3 17 35192519 35194393 D’Aurora in sod. (2015) 
Epigenetika GAS2L2 17 35744511 35752878 Schütte in sod. (2013) 
 
Z uporabo primerjalne genomike smo želeli potrditi pomembnost predlaganih 
kandidatnih lokusov in iskali ortologne gene, povezane z neplodnostjo pri več vrstah. 
Ugotovili smo, da so bili štirje geni ki so del predlaganih avtosomnih AZF regij,  
povezani z znižano plodnostjo  tudi na modelih miši z uporabo tehnologije KO, in sicer: 
gen CATSPER1 na kromosomu 11 (Chávez in sod., 2014), KDM3A na kromosomu 2 
(Kuroki in sod., 2013), MIR449A na kromosomu 5 (Comazzetto in sod., 2014) in PRM1 
na kromosomu 16 (Francis in sod., 2014). 
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4.6 IZDELAVA SETA POLIMORFIZMOV, KI SO ZNAČILNO POVEZANI Z 
MOŠKO NEPLODNOSTJO 
Iz podatkovne zbirke smo s filtriranjem in izločanjem izbrali SNP-je in napravili 
seznam rs številk SNP-jev (Preglednica 13), povezanih s povišanim tveganjem za 
moško neplodnost. Za statistične kriterije smo izbrali vrednost p, nižjo od 0,05 in OR, 
višje od 1.  
Preglednica 13: Seznam številk rs SNP-jev, povezanih s povišanim tveganjem za moško neplodnost. 
Številke rs SNP 
rs10129954 rs1256049 rs1893316 rs28368082 rs471525 rs61758741 
rs10246939 rs12870438 rs2011162 rs2976084 rs484524 rs631357 
rs1042522 rs12920268 rs2030259 rs3000811 rs4880 rs6476866 
rs1042522 rs13206743 rs2032278 rs3088232 rs4934540 rs680730 
rs10488786 rs138271 rs2059807 rs3105782 rs4954657 rs6811520 
rs1048943 rs1399645 rs2063802 rs3118655 rs498422 rs683155 
rs10506398 rs141722381 rs2070744 rs3119932 rs506498 rs6850524 
rs10506399 rs142059681 rs2126986 rs3119933 rs529976 rs7036532 
rs10841496 rs146039840 rs215702 rs3129878 rs55763075 rs7099208 
rs10842262 rs1545125 rs2227973 rs3197744 rs558113 rs7174015 
rs10848911 rs1556259 rs2228611 rs323344 rs559326 rs7194 
rs10966811 rs16999593 rs2272836 rs323345 rs572335 rs7226979 
rs11046992 rs17115149 rs2272837 rs34605051 rs5764698 rs724078 
rs11204546 rs1713449 rs2272840 rs35397110 rs57719031 rs763110 
rs11236909 rs17248147 rs2282885 rs3819392 rs5911500 rs769423 
rs11467497 rs175080 rs2284792 rs3917158 rs6068020 rs7867029 
rs11594 rs1799929 rs2290870 rs4343755 rs6103330 rs7885967 
rs11704548 rs1799983 rs2295415 rs4474514 rs6165 rs9814870 
rs11707608 rs1801131 rs2301365 rs4484160 rs6166 rs9825719 
rs11932595 rs1801133 rs2477686 rs4541736 rs6168  
rs12097821 rs1805388 rs2516838 rs4646903 rs61722009 
rs12170772 rs189037 rs2774276 rs4695097 rs61758740 
 
Izbrali smo SNP-je, ki so ustrezali statističnim parametrom, katerim je bila  dokazana 
povezava s povišanim tveganjem za moško neplodnost, so imeli ustrezno pripisano 
številko rs ali pa jo je bilo na podlagi podatkov v objavah mogoče najti v dbSNP. Tem 
kriterijem je od 201 iz naše podatkovne zbirke ustrezalo 129 SNP-jev.  
Izpostavili smo tiste SNP-je, ki so v regijah, kjer se nahaja več lokusov, povezanih z 
moško neplodnostjo. Na osnovih teh SNP-jev in še ostalih genetskih lokusov smo 
namreč določali tudi kandidatne kritične AZF regije na avtosomnih kromosomih.  
pridobljenih z analizo genomske razporeditve lokusov (Preglednica 12). Takšnih SNP-
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jev je 24 in predlagali smo jih kot prednostne SNP-jev za analize genetskih vzrokov 
moške neplodnosti v prihodnje (Preglednica 14).  
Preglednica 14: Seznam prednostnih SNP-jev, povezanih z moško neplodnostjo, ki se nahajajo v 
predlaganih kritičnih avtosomnih regijah. 
Identifikacijske številke rs SNP 
rs1048943 rs146039840 rs1893316 rs2301365 rs4646903 rs6165 
rs10842262 rs175080 rs2030259 rs3129878 rs4934540 rs6166 
rs11046992 rs1801131 rs2284792 rs34605051 rs498422 rs6168 
rs1256049 rs1801133 rs2295415 rs3917158 rs55763075 rs7194 
 
Oblikovali smo prvi predlagani set polimorfizmov, ki se lahko uporabljajo za testiranje 
genetskih vzrokov za moško neplodnost. Ta nabor lahko služi kot osnova za razvoj 
standardiziranega seta za tarčno sekvenciranje. Navedeni set polimorfizmov še še ne 
more služiti za diagnostiko genetike moške neplodnosti, vodi pa v bolj tarčno usmerjene 
analize na področju moške neplodnosti. 
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5 RAZPRAVA 
S sistematičnim pregledom literature smo zbrali genetske lokuse, ki so bili predhodno 
povezani z reprodukcijo pri moškem spolu sesalcev. Združili smo podatke, pridobljene 
z različnimi študijskimi pristopi in na osnovi kataloga oblikovali pobudo za 
standardizacijo poročanja rezultatov v znanstveni literaturi. Oblikovali smo tudi prvi 
nabor SNP-jev za testiranje moške neplodnosti v kliničnih raziskavah. 
5.1 OBLIKOVANJE PODATKOVNE ZBIRKE 
S sistematičnim pregledom literature in podatkovnih zbirk smo uspeli pridobiti 1521 
genetskih lokusov, ki so povezani z moško neplodnostjo. Zbirka obsega: kromosomske 
nepravilnosti, CNV-je in ostale mikrodelecije, polimorfizme, vzorce izražanja, majhne 
nekodirajoče RNA, epigenetske dejavnike in vzorce izražanja proteinov. Uporabili smo 
pristop primerjalne integromike, da smo lahko združili podatke o različnih živalskih 
vrstah, ki so bili pridobljeni z različnimi raziskovalnimi metodami. 
5.1.1 Raven kromosomov 
Spolni kromosomi igrajo pomembno vlogo v spermatogenezi, saj se na njih nahaja 
bogat nabor genov, vključenih v diferenciacijo in razvoj spolnih žlez ter v 
gametogenezo. Kromosomske nepravilnosti so zelo pogoste pri neplodnih bolnikih, 
najti jih je pri 2 – 15 odstotkih bolnikov. Glede na to, da so moški (z izjemo genov 
PAR) hemizigotni za večino genov na kromosomih, ima vsakršna genetska variacija ali 
CNV lahko takojšen učinek. Na voljo ni nobene druge kompenzacije z normalnim 
alelom. Še več, na obeh spolnih kromosomih najdemo več segmentnih duplikacij 
(amplikonov), ki predstavljajo ugodne razmere za tvorbo CNV-jev (Krausz in sod., 
2015). Poleg sprememb v strukturi spolnih ali avtosomnih kromosomih najdemo tudi 
nepravilnosti v številu kromosomov – anevploidije. 
5.1.1.1 Klinefelterjev sindrom 
Klinefelterjev sindrom (KS) je najpogostejši genetski vzrok moške neplodnosti, ki ga 
ima vsak šestoti moški, 0,6 odstotka bolnikov z resno oligozoospermijo in 11 odstotkov 
bolnikov z NOA (Groth in sod., 2013). Nerazdvajanje (angl. nondisjunction) med 
mejozo I je izvor dodatnega kromosoma X pri bolnikih, ki v 60 odstotkih primerov 
prihaja z očetove strani. Za starost očeta še ni popolnoma jasno ali ima vpliv na pojav 
nerazdvajanja, medtem ko starost matere velja kot dejavnik tveganja. Pri sesalcih se 
večinski del kromosoma X utiša in le 15 odstotkov ostane vklopljenega. Pri bolnikih s 
KS je ta proces moten, kar se pokaže v zmanjšani proizvodnji androgena in moteni 
spermatogenezi (Iitsuka in sod., 2001). Klinične značilnosti KS vključujejo neplodnost, 
hipergonadotropni hipogonadizem in vedenjske motnje. Fenotipski spekter variira 
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sorazmerno z obsegom genetske inaktivacije in prisotnosti mozaicizma (Groth in sod., 
2013, Samplaski in sod., 2014). Mehanizmi, ki vodijo do degeneracije mod so še vedno 
neznani, vlogo pri tem pa najverjetneje igra čezmerno izražanje genov na kromosomu X 
(nekateri od njih so povezani z vnetnimi biološkimi potmi in pregradnim tkivom med 
krvjo in modi), nepravilno delovanje receptorja folikle stimulirajočega hormona (FSH) 
in povečana aktivnost aromataze (D'Aurora in sod., 2015; Aksglaede in sod., 2006; 
Kotula-Balak in sod., 2004; Yu in sod., 2012).  
Inaktivacija gena AR prav tako prispeva k patofiziologiji KS. Lociran na kromosomu 
Xq vsebuje kritično regijo nukleotidnih ponovitev CAG v eksonu 1, katere dolžina je 
obratno sorazmerna z aktivnostjo receptorja. Posledično je inaktivacija gena AR s 
krajšim ali daljšim odsekom ponovitev CAG najverjetneje povezana z resnostjo klinične 
slike sindroma (angl. severity) (Zitzmann in sod., 2004). Poleg tega je bilo nedavno 
ugotovljeno, da je produkcija testosterona v Leydigovih celicah pri bolnikih s KS 
normalna ali celo povišana (Tuttelmann in sod., 2014). To dokazuje, da je zmanjšan 
izpust testosterona v krvni obtok povezan z zmanjšano odzivnostjo androgenskega 
receptorja. Celo pri resnih primerih degeneracije mod so mikrokirurške tehnike 
(microTESE) zelo uspešne (v 70 odstotkih) pri bolnikih s KS (Mehta in sod., 2013) in 
uporaba sperme s tehnikami in vitro se zdi varna (Madureira in sod., 2014). Razlog za 
normalno proizvodnjo sperme pri obolelih bolnikih so najverjetneje niše nemotene 
spermatogeneze zaradi nekaj spolnih celic z normalnim kariotipom ali zaradi spolnih 
celic s kariotipom 47,XXY, ki gredo lahko skozi mejozo in proizvajajo spermo z 
normalnim kariotipom (23,XY ali 23,XX) (Lenz in sod., 2005). 
5.1.1.2 Druge anevploidije spolnih kromosomov 
Jacobsov sindrom s kariotipom 47,XYY (podvojen kromosom Y) je možno najti pri 
enem od tisoč novorojenčkov in je druga najpogostejša anevploidija spolnih 
kromosomov (Abramsky in Chapple, 1997). Moški so lahko fenotipsko normalni, 
vendar so visoke postave, spremljajo jih tudi klinodaktilija (ukrivljenost mezinca), 
hipertelorizem (povečana razdalja med telesnimi organi), motnje vedenja, agresivno 
vedenje in neplodnost. V primerjavi s splošno populacijo imajo višjo pojavnost astme, 
epileptičnih napadov, tresavice in avtističnih motenj (Abramsky in Chapple, 1997). 
Raven testosterona je normalna ali povišana (Bardsley in sod., 2013). Moški s 
kariotipom XYY in okvarjeno spermatogenezo imajo povišano raven hormona FSH, 
analiza sperme pa kaže na azoospermijo in hudo oligospermijo (Abdel-Razic in sod., 
2012). S sindromom je povezana tudi višja pojavnost kromosomsko abnormalnih 
semenčic, pogoste so še posebej disomije spolnih kromosomov (Wu in sod., 2016).  
Kariotip 46,XX je pri moških redka kromosomska napaka, najdemo pa jo pri 0,9 
odstotka bolnikih z azoospermijo (Mau-Holzmann, 2005). Najpogostejši fenotipski 
zanki so zakasnela puberteta, ginekomastija (povečanje žleznega tkiva dojke), redko pa 
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poročajo tudio hipospadiji (okvara, pri kateri se izvodilo sečnice ne razvije na konici 
penisa), kriptorhizmu (pojav, ko eno ali obe modi nista v mošnji) in spolna dvoumnost. 
Obstajata dve različici stanja. Prva, SRY+XX, je odgovorna za 80 – 90 odstotkov 
primerov, povzroči pa jo translokacija gena SRY, ki določa spol (ang. sex determining 
region). Vsi bolniki s to različico imajo azoospermijo, vendar navadno izkazujejo 
normalen moški fenotip (Anık in sod., 2013). Pri drugi različici, SRY-XX, ni prisotne 
nobene kopije gena SRY. V teh primerih se moški fenotip pojavi zaradi mutacij v 
avtosomnih genov ali genov na kromosomu X, ki so povezani s kaskadnim sistemom 
določevanja spola, kot sta SOX9 in DAX1, ki zamenjata gen SRY. Ti bolniki največkrat 
niso v celoti maskulinizirani (Li in sod., 2014).  
Mozaični kariotip 45X/46XY je še eno redko stanje s širokim spektrom fenotipskih 
lastnosti. Bolniki so lahko prizadeti z okvaro razvoja gonad, modi v trebušni votlini, 
neplodnostjo in hipospadijo. Druge lastnosti so povišana nagnjenost k 
gonadoblastomom in disgerminomom (tumorji spolnih celic). Analiza sperme bolnikih s 
kariotipom 45X/46XY kaže na povišano pojavnost anevploidne sperme, kar nakazuje na 
tveganje za prenos kromosomskih sprememb na potomce (Rosa in sod., 2014).  
5.1.1.3 Robertsonove translokacije 
Robertsonove translokacije (angl. Robertsonian translocations; ROB) se pojavijo, ko 
dva akrocentrična kromosoma (t.j. kromosom 13, 14, 15, 21 in 22) spojita daljše ročice, 
kar vodi v izgubo genetskega materiala na krajših ročicah. ROB so najpogostejše 
strukturne spremembe, ki jih najdemo pri 0,9 odstotkov neplodnih bolnikov (Mau-
Holzmann, 2005). Navkljub normalnemu fenotipu imajo bolniki z ROB okvarjeno 
spermatogenezo, saj se kondenzirani kromosomi neustrezno ločujejo, prav tako pa 
prihaja do motenj pri razporejanju in segregaciji drugih kromosomov. Prizadeti bolniki 
imajo višjo pojavnost spermalnih anevploidij, kar kaže na nevarnost prenosa stanja na 
potomce. Tako bi morala biti spermalna kromosomska sestava primerno analizirana, 
parom bi morali nuditi primerno genetsko svetovanje in diagnostiko (Godo in sod., 
2015).  
5.1.1.4 Avtosomne inverzije 
Avtosomne inverzije so strukturna kromosomska prerazporejanja, ki ne povzročijo 
izgube genetskega materiala. Za pojav moške neplodnosti imajo največji vpliv inverzije 
kromosoma 9, najdemo pa jih pri 3 – 5 odstotkih neplodnih bolnikov. Moški z inverzijo 
na kromosomu 9 imajo lahko azoospermijo, oligospermijo, astenozoospermijo ali 
normozoospermijo. Prav tako imajo povišano pojavnost spermalne anevploidije 
(Collodel in sod., 2006).  
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5.1.1.5 Mikrodelecije 
Delecije na kromosomu Y v povezavi z moško neplodnostjo so bile obširno raziskane, 
saj vsebujejo gene, ki so kritični za spermatogenezo in razvoj moških gonad. AZFc 
regija je najbolj oddaljena od centromere na Yq11. Več genov se nahaja na tem 
območju in družina štirih genov DAZ (angl. deleted in azoospermia, izbrisan pri 
azoospermiji), povezana s spermatogenezo, je bila najbolj preiskana (Saxena in sod., 
2000). Razporeditev, podobnost in velikost amplikonov, ponavljajočih kopij sekvenc 
nukleinskih kislin, so odgovorni za relativno visoko pojavnost delecij med homologno 
rekombinacijo (Kuroda-Kawaguchi in sod., 2001). Najbolj pogosta delecija vključuje 
b2 in b4 (b2/b4) s katero se izbriše osem genskih družin, vključno z družino DAZ. 
Obstajajo tudi manjše delne delecije, do katerih lahko pride med homologno 
rekombinacijo, kot so b1/b3, b2/b3 in gr/gr (Slika 5), ali med nehomologno 
rekombinacijo, kot so P3a, P3b in P3c (Noordam in sod., 2011). Klinični in histološki 
fenotipski spekter je zelo širok, vendar so na splošno delecije AZFc povezane z 
azoospermijo, še bolj pogosto pa z oligozoospermijo. Histološki vzorci kažejo na 
SCOS, MA in HS (Stahl in sod., 2010). Delecija AZFc v celoti lahko povzroči izgubo 
kromosoma Y in vodi v kariotip 45X/46XY in Turnerjev sindrom ali spolno dvoumnost 
(angl. sexual ambiguity). Potomci prizadetih bolnikov imajo lahko tudi bolj resen 
fenotip od očetovega, zato je nujno svetovanje parom (Patsalis in sod., 2002).  
 
Slika 5: Shematski prikaz kromosoma Y z regijami AZF in z njimi povezanimi geni. Povečani del 
prikazuje A) normalen genotip, B) delecijo gr/gr, C) delecijo b1/b3 (prirejeno po Hamada in sod., 2012). 
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Spremembe genov v območju AZFb so prisotne pri  15 odstotkih mikrodelecij 
kromosoma Y. Ta regija vsebuje dva gena, pomembna za spermatogenezo, RBMY1 in 
PRY (Asero in sod., 2014). Kompletne delecije tega območja (P5/P1) so zelo obsežne, 
verjetno najdaljše v genomu človeka. V te dogodke so vpletene homologne in 
nehomologne rekombinacije (Repping in sod., 2002). Pojavijo se lahko tudi 
kombinirane delecije AZFb + AZFc, saj AZFb prekriva 1,5 Mbp AZFc. Moške s 
celotnimi delecijami navadno prizadene azoospermija, biopsija mod pa navadno pokaže 
SCOS ali zgodnji MA. Trenutno pri teh bolnikih ni možno izvajati  tehnik umetnega 
oplojevanja (Stahl in sod., 2010).  
Skupina genov AZFa se nahaja v bližini centromere. Obsega 1100 Kbp in vsebuje tri 
gene: DBY, USPY in UTY. DBY deluje kot spermatogenetski dejavnik v najzgodnejših 
fazah (t.j. spermatogonija), medtem ko druga dva nista kritična za moško plodnost 
(Foresta in sod., 2000). Delecije AZFa se pojavijo pri rekombinacijah znotraj 
kromosoma. Celotne delecije AZFa so redke (3 odstotke) in imajo najslabšo prognozo 
izmed mikrodelecij. Bolniki imajo najpogosteje azoospermijo in SCOS. Tudi ti bolniki 
se ne morejo posluževati tehnik umetnega oplojevanja. Nasprotno pa imajo bolniki z 
delnimi delecijami AZFa pogosto HS in resno oligozoospermijo ali kriptozoospermijo 
(Stahl in sod., 2010). 
5.1.2 Raven DNA 
Do sedaj so s spermatogenezo povezali več kot 3000 genov, vendar je bila vpletenost 
teh genov v neplodnost pri moških izvedena pri manj kot 0,01 odstotka teh genov. 
(Aston, 2014). Zbrali smo nekatere lokuse, ki spadajo v to skupino, razdelili pa smo jih 
glede na vrsto polimorfizma in metodološki pristop. Zbirka protein-kodirajočih genov in 
njihovih polimorfizmov je zelo kompleksna, saj smo pod ta biotip zbrali veliko število 
genov, ki so v različnih raziskavah pokazali povezanost z različnimi pojavnimi oblikami 
moške neplodnosti.  
5.1.2.1 Živalski modeli 
Spermatogeneza sesalcev je zelo kompleksen proces celičnih delitev in diferenciacije. 
Presenetljiv napredek na področju moške neplodnosti je bil v zadnjih letih narejen prav 
zaradi modelov miši (Miyamoto in sod., 2015). Modeli miši so izjemno uporabni, saj 
novo odkrite kandidatne gene pri miših lahko nato preverimo tudi pri človeku. Odkritij 
na človeka ne moremo direktno prenesti, pomaga pa nam pri izbiranju močnejših 
kandiddatnih genov (Jamsai in O'Bryan, 2011).V primerjavi z uporabo NGS in GWAS 
pa je seveda opaziti, da uporaba mišjih in ostalih živalskih modelov za odkrivanje novih 
genetskih vzrokov za moško neplodnost upada. Vseeno pa je raziskovanje področja in 
zbiranje podatkov velikega pomena je ne le za področje moške neplodnosti pri človeku, 
pač pa tudi za raziskave plodnosti v živinoreji. 
49 
Traven E. Izdelava podatkovne zbirke kandidatnih lokusov za reprodukcijo pri moškem spolu sesalcev. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
5.1.2.2 Razlike v številu kopij genov (CNV) 
Različice v številu kopij obsegajo več nukleotidov, kot pa SNP-ji, kar še dodatno 
poudari njihovo pomembnost za genetsko raznolikost in evolucijo (Redon in sod., 
2006). Odnos med CNV-ji in moško neplodnostjo so že pred letom 2013 raziskali tudi 
bolj široko, z uporabo metode aCGH po celotnem genomu (Tüttelmann in sod., 2011) 
ali z visoko resolucijo na kromosomu X (Krausz in sod., 2012). V vseh treh študijah, 
kjer so raziskovalci primerjali količino CNV-jev pri bolnikih z motnjami v plodnosti, so 
ugotovili, da je povprečno število CNV-jev na osebo značilno povišano pri bolnikih. 
Tip CNV-ja so večinoma delecije. Prav tako so ugotovili, da je pri bolnikih z več kot 
enim CNV-jem najti nižjo koncentracijo spermijev v primerjavi s tistimi z enim ali manj 
kot enim CNV-jem (Krausz in sod., 2012). Ta presežek CNV-jev na kromosomu X in 
izguba DNA pri bolnikih z nižjim številom semenčic jasno kaže na povezavo z 
neplodnostjo. Te zaključke prav tako podpirajo raziskave celotnega genoma, vendar 
ostaja poseben poudarek na CNV-jih, povezanimi s spolnimi kromosomi (Tuttelman in 
sod, 2010). Omejitev uporabe aCGH pri iskanju CNV-jev je definirana s resolucijo 
metode, ki je odvisna od platforme – majhne prerazporeditve se zlahka spregleda 
(Stouffs in sod., 2014).  
5.1.2.3  Asociacijske študije in določanje polimorfizmov 
V zadnjih desetih letih je bilo veliko genov analiziranih s sekvenciranjem s Sangerjevo 
metodo z namenom določanja polimorfizmov, ki bi bile lahko povezane z neplodnostjo 
pri moških. Samo majhen del genetskih variacij je bil odkrit in največkrat pri bolnikih z 
spremembami v morfologiji spermijev. Sekvenciranje posameznih genov zahteva veliko 
časa, zato se vedno bolj vpeljuje tehnologije, kot so aCGH, mikromreže SNP in metode 
NGS (Stouffs in sod., 2014). 
Posamezni geni, povezani z moško neplodnostjo 
Gen CFTR (angl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, regulator 
transmebranske prevodnosti pri cistični fibrozi) se nahaja na kromosomu 7 in kodira 
anionski kanal, kritičen za homeostazo soli več epitelnih tkiv, kot so pljuča in slinavka 
(Pankow in sod., 2015). Do sedaj so identificirali več kot 1950 polimorfizmov v genu 
CFTR (Sharma in sod., 2014). Nekatere genetske variante tega gena povzročijo cistično 
fibrozo (angl. cystic fibrosis, CF), ki je najpogostejša smrtna genetska bolezen pri 
belcih, s pojavnostjo pri enem od 3500 novorojenčkih, medtem ko moški z milejšimi 
genetskimi variacijami izkazujejo le CBAVD. CBAVD ima 1 odstotek neplodnih 
bolnikov in 25 odstotkov bolnikov z obstruktivno azoospermijo. 78 odstotkov bolnikov 
s CBAVD ima vsaj enim polimorfizmom v genu CFTR, 46 odstotkov pa ima dva 
polimorfizma (Yu in sod., 2012). Najbolj pogost mutantni alel je F508del, ki je prav 
tako najpogostejši alel pri bolnikih s CF. Najpogostejša heterozigotna genotipa sta 
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F508del/5 T in F508del/R117H. Genotipa F508del/F508del ni pogosto najti pri bolnikih 
s samo CBAVD, saj ta nakazuje na resno okvarjenost proteina CFTR, kar vodi v CF. 
Pogostost polimorfizmov se razlikuje med populacijami (Giuliani in sod., 2010). Čeprav 
genetska povezava med variacijami v genu CFTR in CBAVD ni zanemarljiva, so 
molekularni vzroki v ozadju še vedno nejasni (Yu in sod., 2012a). Genetsko testiranje 
za polimorfizme v genu CFTR je obvezno, ne samo za bolnike z CBAVD, pač pa tudi 
za njihove partnerke, saj je 1 od 25 ljudi asimptomatičnih prenašalcev mutacije 
(Castellani in sod., 2009).  
Kallmanov sindrom (KLS) ima pojavnost 0,2 odstotka. Značilnosti so večinoma 
hipogonadotropni hipogonadizem, zakasnjena puberteta, neplodnost ter okvarjen 
občutek vonja (anosmia ali hiposmia) (Della Valle in sod., 2013). Sindrom je genetsko 
in fenotipsko heterogen in kar nekaj genov je bilo povezanih s tem stanjem. Gena KAL1 
(angl. Kallmann syndrome 1, Kallmanov sindrom 1) in FGFR1 (angl. fibroblast growth 
factor receptor 1, rastni fibroblastni receptor) sta dva izmed najbolj preučevanih. Gen 
ANOS1 (staro ime KAL1) je bil prvi gen, povezan s KLS. Gen ANOS1 se nahajana 
kromosomu X in kodira adhezijski protein ekstracelularnega matriksa (anosmin-1). Ta 
deluje kot kemoatraktant in igra pomembno vlogo v migraciji nevronov gonadoliberina 
ali sproščevalnega hormona gonadotropinov (GnRH) med razvojem fetusa; tako 
mutacije v genu ANOS1 povzročajo zastoje v tem procesu (de Castro in sod., 2014). 
Gen FGFR1 je lociran na kromosomu 8 in kodira receptor, ki je del signalne biološke 
poti, vpletene v sistem za vonjanje in morfogenezo nevronov GnRH (Hu in Bouloux, 
2010). Mutacije, ki okvarijo njegov funkcijo, vodijo v avtosomno dominantno varianto, 
ki jo najdemo v 10 odstotkih primerov KLS. Ta je povezana z okvarjenim oblikovanjem 
okončin, razcepljenim nebom ter dentalnimi napakami (Sarfati in sod., 2015; Villanueva 
in sod., 2015). Ker imajo bolniki s KLS navadno tako nizko stopnjo luteinizarujočega 
hormona (LH), FSH (folikle stimulirajoči hormon, angl. follicle stimulating hormone) in 
testosterona, spolno ne dozorijo in imajo nekompletno spermatogenezo. Kot diagnoza in 
prognoza se lahko uporablja genetsko testiranje, po tem pa se poslužimo hormonske 
terapije. Kar nekaj pristopov, ki temeljijo na uravnavanju gonadotropinov, je uspešnih 
pri bolnikih, ki želijo vzdrževati plodnost (Boehm in sod., 2015).  
Gen TEX11 je specifičen za spolne celice in lociran na kromosomu X (Wang in sod., 
2001). TEX11 kodira protein, ki regulira sinapse, rekombinacije in popravljanje 
prelomov dvojne vijačnice. Na živalskih modelih so bile mutacije TEX11 povezane z 
MA in azoospermijo. Prav tako so te polimorfizme našli pri od 2 do 7 odstotkih 
bolnikih z azoospermijo (Yang in sod., 2015). 
Razvoj akrosomov je ključen korak med spermatogenezo in motnje v tem procesu lahko 
vodijo v globozoospermijo, redko stanje neplodnosti, pri katerem semenčice z okroglo 
oblikovano glavico ne morejo penetrirati in aktivirati oocit (Alvarez Sedó in sod., 
2012). Gen DPY19L2 je lociran na kromosomu 12 in kodira protein notranje nuklearne 
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membrane, ki sodeluje v razvoju akrosoma (Pierre in sod., 2012). Poleg polimorfizmov 
v DPY19L2, ki so najpogosteji vzrok globozoospermije, sta s tem fenotipom povezana 
tudi SPATA16 in PICK1 (Koscinski in sod., 2011). Rezultati ICSI so pri teh bolnikih 
slabi, saj njihova sperma ne more aktivirati oocit. Uporaba ISCI v kombinaciji s 
pomočjo pri aktivaciji jajčne celice pa je pokazala dobre rezultate (Kuentz in sod., 
2013). Nekaj genov še posebej izstopa v smislu pomembnosti v povezavi z moško 
neplodnostjo. Opisani so v nadaljevanju, gre pa za gene, za katere je v več študijah 
potrjeno, da so močno povezani z različnimi tipi fenotipov moške neplodnosti. 
Polimorfizmi posameznih nukleotidov (SNP) 
Do danes so meta-analize na voljo za deset genov, ki so jih analizirali v povezavi z 
mošno neplodnostjo: AR, CYP1A1, DAZL, ESR1, ESR2, MTHFR, NOS3, POLG, TP53 
in USP26. Zaključki so si še vedno nekoliko nasprotujoči, jasno pa je, da 
etnično/geografsko okolje igra veliko vlogo v fenotipskem izražanju polimorfizmov v 
genih MTHFR, ESR1/ESR2, NOS3 in DAZL. Vprašanje še vedno ostaja odprto pri 
polimorfizmih v genih CYP1A1 in AR, medtem ko je bilo pri polimorfizmih v genih 
TP53, USP26 in POLG jasno pokazano, da z neplodnostjo niso povezani. Čeprav je 
zanesljivost trenutno razpoložljivih meta-analiz zaradi heterogenih kriterijev glede 
izbire bolnikov in kontrol večinoma omejena, je za nekaj SNP-jev dokazana značilna 
povezava z moško neplodnostjo (Krausz in sod., 2014). Do leta 2007 je edini SNP, za 
katerega je bilo mogoče dokazati značilno povezavo z moško neplodnostjo, varianta 
677COT (rs1801133) v genu MTHFR (Tüttelmann in sod., 2007). Gen se nahaja na 
kromosomu 1p.36.22 in kodira encim, ki proizvaja 5-metiltetrahidrofolat in je vključen 
v metabolizem folata. Folat je nujen za ohranjanje integritete genoma zaradi svoje vloge 
v sintezi DNA, popravljanju in metilaciji, njegovo pomanjkanje pa lahko vodi v 
neplodnost. Varianta 677COT (rs1801133) zmanjša aktivnost encima za 35 odstotkov 
pri heterozigotih in za 70 odstotkov pri homozigotih (Frosst in sod., 1995). Zaključki 
meta-analize iz leta 2007 so spodbudile še druge študije. 
Publikacije z novo odkritimi SNP-ji so problematične in neponovljive, saj največkrat ne 
obsegajo dovoljšnega števila bolnikov ali osebkov v kontrolni skupini. Razlogi za ne-
ponovljivost rezultatov so lahko tudi etnična raznolikost, heterogenost v preučevani 
skupini in druge nepravilnosti pri zasnovi poteka poskusa. Potrebne bodo dodatne 
študije, na večjem številu vzorcev, da bodo validirale tovrstne rezultate in ugotovile 
vzroke variabilnost (Aston in Carrell, 2009). 
Povišanje števila trinukleotidnih ponovitev 
Najbolj študirano povišanje števila nukleotidnih ponovitev je zaporedje CAG v genu 
AR (AR-CAG). Preučevan je bil zaradi  vpliva na zmanjšane spolne funkcije, ki lahko 
vodi v moško neplodnost. Po letu 2013 so bile narejene predvsem meta-analize, ki 
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potrjujejo povezanost AR-CAG z moško neplodostjo (Xiao in sod., 2016; Pan in sod., 
2016). Dve študiji sta pokazali, da imajo več uspeha pri terapiji s testosteronom tisti 
bolniki, ki imajo nižje število ponovitev CAG. To je dodatna potrditev povezave 
(Tirabassi in sod., 2014; Tirabassi in sod., 2015). Vseeno pa je točen molekularni 
mehanizem, kako AR-CAG vpliva na moško neplodnost še vedno neznan. Nekatere 
študije v preteklosti niso imele zadostne velikosti preučevanega vzorca in brez 
navedenih kovariant, kot je starost, indeks telesne mase, kajenje ali uživanje opojnih 
substanc, okoljski dejavniki in življenjski slog (Pan in sod., 2016), zato tudi zaključki 
meta-analiz niso končni, pač pa spodbuda, da se povezava še nadalje raziskuje.  
5.1.3 Raven RNA 
Raznolike skupine RNA, ki so prisotne v spermatidah, so proizvedene na začetku 
spermatogeneze ali med spermiogenezo. Visoko kondenzirana jedra spermijev so 
transkripcijsko inertna in vsebujejo mRNA, protismiselne RNA in miRNA, ki so bile 
prepisane pred deaktivacijo (Tahmasbpour in sod., 2014). 
5.1.3.1 Študije izražanja genov 
Čeprav imajo mRNA v jedru semenčic inerten status, je njihov prenos v oocito pri 
oploditvi pomemben pri zgodnjem razvoju zigote in embrija (Ostermeier in sod., 2004; 
Li in Zhou, 2012). Zadnji napredki v tehnologiji omogočajo vedno boljše dešifriranje 
RNA v smislu razvoja spermijev in bolezni. Transkriptomika vključuje profiliranje 
genskega izražanja z uporabo mikromrež, qPCR in hibridizacije in situ. Prostorske in 
časovne analize izražanja genov so lahko uporabne za določanje genov, ki so vpleteni v 
vsako individualno stopnjo procesa (O'Flynn O'Brien in sod., 2010). Raziskave so 
pokazale razlike v transkriptomu zrelih spermijev pri plodnih in neplodnih moških 
(Lambard in sod., 2004). 
5.1.3.2 Majhne nekodirajoče RNA 
V zvezi s spermatogenezo je nekaj študij na živalih pokazalo, da so miRNA spolnih 
celic, od katerih je veliko shranjenih v kromatoidno telo, vpletenih v regulacijo 
apoptoze, proliferacije in diferenciacije. Ta potranskripcijska regulacija je bistvena, saj 
je v spolnih celicah prepisovanje utišano med določenimi stopnjami spermatogeneze. 
Zaradi sprememb v vzorcih izražanja miRNA zato lahko pride do okvar 
spermatogeneze. To bi lahko razložilo številne primere idiopatske neplodnosti (Wu in 
sod., 2012). V zadnjem času so veliko pozornosti namenili povezavi specifičnih vzorcev 
izražanja miRNA s človeškimi histopatološkimi vzorci in kliničnimi ugotovitvami z 
namenom, da bi ustvarili nova diagnostična orodja za odkrivanje moške neplodnosti 
(Salas-Huetos in sod., 2014). Do sedaj je bilo anotiranih okoli 2000 človeških miRNA 
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(www.mirbase.org) in kar nekaj je povezanih z moško neplodnostjo. Znanje na tem 
področju je še vseeno omejeno, predvsem v glede povezave med miRNA in geni, ki jih 
te uravnavajo. Premalo je študij, ki se osredotočajo prav na moško neplodnost. Vsaka 
motnja v sistemu miRNA lahko vodi v moško neplodnost, tudi nefunkcionalnost 
procesiranja miRNA, nenormalno izražanje ali pa SNP, vključeni v biogenezo miRNA. 
Raziskovanje področja miRNA ima diagnostično vrednost v prihodnosti, pričakuje se 
tudi, da bo to osvetlilo področje molekularnih mehanizmov moške neplodnosti. Vse to 
lahko vodi v odkritje novih načinov zdravljenja obolelih ali pa celo v razvoj novih 
kontracepcijskih sredstev (Khazaie in Nasr Esfahani, 2014). Kar nekaj študij je 
pokazalo, da so piRNA ključnega pomena v spermatogenezi (Girard in sod., 2006; Lau 
in sod., 2006; Siomi in sod., 2011), vključno s potranskripcijsko regulacijo genov in 
represijo retrotranspozonov. piRNA so vpletene tudi v regulacijo procesa mejoze in 
post-mejotskih procesov v razvoju moških spolnih celic. V študiji pred kratkim so 
pokazali, da ima piRNA sistem lahko tudi vlogo malih interferenčnih RNA siRNA 
(angl. small interfering RNA; siRNA). Ta ima osrednjo vlogo v razvoju moških spolnih 
celic in zorenju (Zhang in sod., 2015). Poleg tega imajo piRNA prepisanim 
transpozonom protismiselno orientacijo, tako da jih lahko utišajo s komplementarno 
vezavo. Zaradi raznolikih in predvsem ključnih vlog piRNA v moškem reproduktivnem 
sistemu, njihova nepravilna regulacija ali okrnjena funkcija vodi v moško neplodnost. 
Ključno pri identificiranju piRNA kot novih indikatorjev za neplodnost je, da se razjasni 
njihov izvor (Hong in sod., 2016). 
5.1.4 Epigenetski dejavniki 
Celotna epigenetika zelo široko področje zase, zato smo se odločili, da v rezultatih in 
razpravi epigenetske dejavnike opišemo v ločenempoglavju. Nekatere spremembe, kot 
so potranslacijske modifikacije histonov, sicer nismo zajeli v trenutni verzji podatkovne 
zbirke, pa vendar pomembno dopolnjujejo razumevanje celotne kompleksne slike 
moške neplodnosti. Metilacija DNA je temelji na dodajanju metilnega radikala na 
dinukleotide citozin-gvanin (CpG) z DNA metiltransferazami. CpG otoki, deli DNA z 
visoko vsebnostjo CpG, se največkrat nahajajo poleg promotorjev, hipermetilacija teh 
otokov pa je povezana z utišanjem genov, medtem ko je hipometilacija povezana s 
povišanim izražanjem (Biermann in Steger, 2007). Epigenetsko reprogramiranje spolnih 
celic z brisanjem metilacije DNA, čemur sledi metilacija de novo, je pomemben korak v 
spermatogenezi. Obstajata dve fazi reprogramiranja spolnih celic, ena poteka med 
oblikovanjem gonad, druga pa v odraslem življenju vzpostavi moško zarodno linijo z 
vzorcem hipometilacije. Tako ni presenetljivo, da je nepravilna globalna metilacija, tako 
kot nepravilna metilacija na specifičnih področjih, povezana s slabo kvaliteto sperme in 
zmanjšano plodnostjo (Gunes in sod., 2016). Na osnovi dveh GWAS metilacije (Aston, 
2015; Urdinguio, 2015) je podjetje Episona, Inc (https://www.episona.com/) leta 2016 
na trgu ponudila epigenetsko analizo metilacije spermalne DNA (angl. seed male 
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infertility test), s katerim je bolniku ponujena možnost, da ugotovi, zakaj ima navkljub 
normalnim kliničnim parametrom, težave z neplodnostjo ali slabimi izidi IVF. 
Metilacija, acetilacija, fosforilacija in sumolacija histonov prav tako upravljajo izražanje 
genov. Do potranslacijskih modifikacij prihaja na aminokislinskih ostankih na N-koncih 
histonskih repov in v ta proces je vpletenih več encimov. (Dada in sod., 2012). Študije 
na živalih so pokazale, da je več podtipov histonov, kot so H1, H2, H3 in H4 
podvrženih potranslacijskim modifikacijam (Yuen in sod., 2014), nekaj študij na 
človeku pa je pokazalo povezavo med spremenjeno metilacijo H3 in slabo kvaliteto 
sperme (La Spina in sod., 2014). 
5.1.5 Raven proteinov 
Semenska tekočina je sestavljena iz majhnega volumna sperme z izločki iz drugih 
moških reproduktivnih organov, vključno z obmodkom, semenskimi mešički, prostate 
in nekaterih pomožnih žlez. Število spermijev sestavlja le 10 % celotnega ejakulata, 
medtem ko je ostalih 90 %, imenovanih seminalna plazma, sestavljeno molekularno 
zelo raznoliko. Visoka koncentracija tkivno specifičnih proteinov v plazmi predstavlja 
bogat vir potencialnih biooznačevalcev v ocenjevanju moške neplodnosti (Drabovich in 
sod., 2014). Tehnologije za preučevanje proteoma in odkrivanje biomarkerjev so zelo 
napredovale, od osnovne elektroforeze do tekočinske kromatografije in masne 
spektrometrije, ki omogočata hitro in učinkovito identifikacijo proteinov, ne glede na 
količino. (Beniek in sod. 2016). Beniek in sod., so v preglednem članku iz leta 2016 
izbrali nekaj proteinskih biooznačevalcev (TEX101, LDHC, ACRV1, ECM1, PTGDS in 
LGALS3BP), ki že kažejo skoraj absolutno diagnostično občutljivost in specifičnost. 
Kljub temu pa je potrebno nove biooznačevalce z boljšo diagnostično občutljivostjo, s 
katerimi bi predvideli rezultat microTESE pri bolnikih z NOA in za razlikovanje med 
HS, MA in SCOS. Glede na etiologijo obstruktivne azoospermije (OA) zaradi 
odsotnosti ali fizične zapore semenovoda, in če se upošteva vse žleze, ki izločajo 
proteine v spermo, potem se lahko predlaga, da bi beljakovine, specifične za obmodek, 
postale biooznačevalci za razlikovanje med NOA in OA (Bieniek in sod., 2016). ECM1, 
ki se v spermo izloča pretežno iz obmodka, podpira hipotezo (Drabovich in sod., 2014). 
Podobno lahko uporabimo proteine s specifičnim izražanjem v modih, kot je TEX101, 
za biooznačevalce za ocenitev izida microTESE in ločevanje različnih podtipov NOA 
(Drabovich in sod., 2014). Iskanje novih proteinskih biooznačevalcev pripomore k 
razumevanju vzrokov moške neplodnosti in nas s tem vodi v odkrivanje boljših 
terapevtskih rešitev. Identifikacija proteinov, specifičnih za moda in moške spolne 
celice bi nam morala podati tudi odgovore na to, v kateri fazi pride do napake v 
spermatogenezi in kakšen bo izdi microTESE. (Beniek in sod. 2016).  
Način, kako so deli DNA oviti okrog histonov, določa stopnjo prepisovanja genov. 
Segmenti DNA v heterokromatinu so tesno spakirani in tako utišani, medtem ko so bolj 
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sproščeni segmenti evkromatina primerni za prepisovanje. Tako lahko remodeliranje 
kromatina aktivira ali inhibira prepisovanje genov. Točni mehanizmi remodeliranja so 
še vedno neznani, vendar pa so poznani od ATP odvisni kompleksi remodeliranja, ki 
sodelujejo v procesih (Havas in sod., 2000). DNA moških spolnih celic mora biti 
urejeno zapakirana v majhen volumen, da ustreza velikosti glave semenčice. V ta 
namen je v spermatidni stopnji 80 odstotkov vseh histonov zamenjanih s protamini tipa 
1 (P1) in tipa 2 (P2) preko hiperacetilacije histona H4, kar tvori superzvite strukture 
toroide. Ti omogočajo tesno pakiranje DNA in njeno zaščito (Conwell in sod., 2003). 
Preostanek DNA, ki je vezana s histoni je ključna za funkcionalnost sperme in razvoj 
embrija. Tudi razmerje P1/P2 vpliva na plodnost. Plodni moški imajo navadno enako 
razmerje P1 in P2, spremenjeno razmerje P1/P2 pa je bilo povezano s fragmentacijo 
DNA, znižano funkcijo sperme, zmanjšano stopnjo nosečnosti in s stanji moške 
neplodnosti (Rogenhofer in sod., 2013). Poškodbe DNA se lahko preverjajo le 
sistemsko, znano pa je, da je nenormalno razmerje P1/P2 povezano z njimi (Ni in sod., 
2016). Pojavijo se enovijačni in dvovijačni prelomi, ki ostanejo nepopravljeni. Prelomi 
se naravno pojavijo med mejozo 1, da omogočijo rekombinacijo, in med 
spermiogenezo, da dovolijo razvijanje nukleosomalne strukture ter v izogib 
superzvijanju. Prav tako pa so lahko posledica reaktivnih kisikovih spojin (angl. 
reactive oxygen species; ROS). Čeprav so prelomi popravljivi med spermatogenezo in v 
zgodnji embriogenezi, so popravljalni mehanizmi včasih lahko nezadostni (González-
Marín in sod., 2012). Med spermatogenezo so spolne celice z visoko vsebnostjo 
poškodovane DNA lahko preusmerjene v apoptozo (Aitken in Koppers, 2011), vendar 
nekatere lahko uidejo in se razvijejo v spermo z napakami (González-Marín in sod., 
2012). Oba mehanizma vodita v moško neplodnost, zato bi se morala vsebnost 
poškodovanih molekul DNA ustrezno preverjati (Neto in sod., 2016). 
V klinični praksi je vpeljanih kar nekaj metod za preverjanje integritete DNA, saj je bilo 
ugotovljeno, da je ta močno povezana z oploditvijo in razvojem embria pri sesalcih 
(Agarwal in Said, 2003). Večina DNA v moških spolnih celicah je kompaktno vezana s 
protamini, kar jo ščiti pred poškodbami med transportom spermijev. Identificiranih je 
bilo le nekaj vzrokov za poškodbo DNA: pomanjkanje protaminov (Erenpreiss in sod., 
2006), oksidativni stres (Carrell in Liu, 2001) in okvarjeni popravljalni mehanizmi 
(Saleh in sod., 2003). Najpogosteje uporabljeni in najbolj preiskovani testi za 
preverjanje integritete DNA so test za preverjanje kromatinske strukture (angl. sperm 
chromatin structure assay; SCSA) (Evenson in sod., 1999), test z označevalci dUTP z 
deoksinukleotidil-transferazo (angl. deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick 
end labeling assay; TUNEL) (Sun in sod., 1997), elektroforeza posameznih celic v gelu 
ali kometni test (angl. single-cell gel electrophoresis assay; COMET) (Singh in sod., 
1988) in test disperzije kromatina sperme (angl. sperm chromatin dispersion test; SCD) 
(Fernández in sod., 2003). Vsak od teh testov ponuja semi-kvantitativno oceno 
splošnega stanja DNA, vendar pa ne ponudi specifičnega odgovora na to, kje je 
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sekvenca DNA poškodovana. SCSA in TUNEL, na primer, temeljita na pretočni 
citometriji fluorescentno označene sperme, s katero na podlagi fluorescence določimo 
razmerje poškodovane DNA. Pri testu COMET s fluorescenco označene spermije 
testiramo z agarozno elektroforezo, tako da jih liziramo in določimo poškodbo DNA 
glede na razdaljo genskega materiala od jedra. SCD uporablja fluorescenčno 
mikroskopijo za razlikovanje celic z nepoškodovano DNA od tistih s poškodovano in je 
na voljo kot komercialno dostopen test Halosperm® (Slika 6). Plodni moški z 
normalnimi semenskimi parametri imajo navadno visoko stopnjo integritete DNA, 
medtem ko imajo neplodni moški, še posebej tisti z nenormalnimi oblikami semena, 
znižano integriteto. Visok delež bolnikov z neplodnostjo z normalni parametri fizičnega 
pregleda sperme, ima poškodovano DNA spermijev (Fernández in sod., 2003). 
 
Slika 6: Test disperzije kromatina spermijev (SCD) (Fernández in sod., 2005).  
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5.2 OBLIKOVANJE POBUDE ZA POENOTENJE REZULTATOV V ZNANSTVENI 
LITERATURI 
Med pregledovanjem literature in iskanjem podatkov smo ugotovili, da je navajanje 
rezultatov v publikacijah zelo raznoliko. Večina raziskovalnih skupin ne posveča 
pozornosti oblikovanju prikaza rezultatov in standardizaciji podatkov, kar pa je sicer 
pomemben vidik, če naj bi bili podatki na voljo tudi drugim raziskovalcem. 
Tehnologije, ki so v študijah uporabljene, se med seboj zelo razlikujejo, kar je 
razumljivo, glede na široko raziskovalno področje. Podatki, povezani z moško 
neplodnostjo so nekonsistentni, kar naredi zbiranje podatkov iz publikacij zelo 
zahtevno. V nekaterih primerih je potrebno informacije izbrskati iz glavnega besedila, v 
drugih pa so na voljo v dopolnilnih tabelah, vendar nezadostno opremljene z osnovnimi 
genskimi informacijami, ki jih je potrebno pridobiti ali preveriti v drugih virih. 
Koordinate polimorfizma v genomu smo na primer posodobili v skladu z najnovejšim 
genomskimi sklopi (angl. genome assembly) v brskalnikih, kot je Ensembl.  
V nekaterih primerih rezultati primerjalnih študij med genetskimi spremembami in 
fenotipom niso dokončni, oziroma dokazljivi. Tako se rezultate težko razloži, 
interpretira in uporabi za nadaljnje raziskave v bioinformatiki. Raziskovalci uporabljajo 
različno terminologijo za opis istih metod in njihov opis je v člankih pogosto 
nenatančen. Poročanju rezultatov študij GWAS pogosto primanjkuje podatek o 
uporabljeni platformi. Vsak podatek je potrebno izločiti ročno, kar vzame zelo veliko 
časa. Priporočili smo predstavitev rezultatov v tabelarični obliki, vključno s podatki o 
genotipu in fenotipu. Vse to z namenom, da se kar se da zmanjša možnosti za napačno 
interpretacijo rezultatov s strani bralca, ki ni nujno vedno strokovnjak na področju, in da 
se pomaga kuratorjem podatkovne zbirke. Rezultati, predstavljeni v obliki preglednice 
in opremljeni s podatki, kot je identifikacijska številka gena ali identifikacijska številka 
taksonomije, bi omogočali direkten prenos podatkov iz publikacije v podatkovne zbirke. 
Naša študija je prav tako razkrila, da niso vse fenotipske lastnosti, povezane z 
reprodukcijo pri moškem spolu, opisane v ontoloških podatkovnih zbirkah. To pomeni, 
da se bodo morale v prihodnosti posodobiti. Spletna zbirka Disease Ontology je 
trenutno edina, v kateri je različno izražanje fenotipa pri moški neplodnosti razdelano 
bolj podrobno. Moška neplodnost (DOID: 12336) vključuje naslednje fenotipe: sindrom 
Sertolijevih celic (DOID: 0050457), azoospermija (DOID: 14227), oligospermija 
(DOID: 14228), in neplodnost zaradi vzrokov izven mod (angl. infertility due to 
extratesticular cause) (DOID: 14096). Spletni ontološki zbirki bolezni ICD in VTO 
vsebujeta  le termin 'moška neplodnost': ICD ID: N46 inVTO ID: 0001922. Hierarhija 
drugih izrazov v zbirkah ICD in VTO ni na voljo. Za metode, uporabljene v raziskavah, 
zaenkrat ni na voljo še nobene ontologije ali identifikacijskih številk za razvrščanje, na 
katere bi se lahko sklicevali. S sistematičnim pregledom in razvrstitvijo omskih 
pristopov v raziskavah ter njihovim hierarhičnim razporejanjem je bil narejen korak k 
poenotenju na tem področju (Pirih in Kunej, 2017). Veliko truda bomo morali vložiti za 
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ekstrakcijo podatkov iz predhodnih študij. Predvsem v starejših študijah identifikacijske 
številke polimorfizmov niso vključene. Prisotno je tudi nekonsistentno navajanje 
najbližjih genov preiskovanemu polimorfizmu, kar pomeni, da ni skladno s podatki v 
najnovejši verziji genomskih spletnih zbirk, kot sodbSNP in Ensembl. Tudi genomske 
lokacije za lokuseso lahko neskladne. Več študij navaja lokacije v genomu v skladu z 
dostopno številko NCBI, kar je sicer primeren način za objavo rezultatov. Gre le za to, 
da se rezultati nanašajo na različne dostopne številke, zato je primerjava med študijami 
zelo otežena. Predlagali smo, da se lokacije v genomu navajajo v skladu z glavnimi 
podatkovnimi zbirkami, kot so na primer Ensembl, genomski brskalnik UCSC ali 
pregledovalnik NCBI Map Viewer v standardni obliki: kromosom in začetek-konec 
genomske lokacije (npr. 14:83247846-84577905). Takšen pristop bi omogočil bolj 
enostavno identifikacijo prekrivanj genomskih elementov in povečal učinkovitost 
primerjalnih genomskih študij z analizo sinteničnih regij.  
Pobuda za poenotenje oblikovanja rezultatov v znanstveni literaturi je pomembna za 
klinične študije, saj je oblikovana za integriranje razpršenih podatkov v bolj celosten 
sistem. Naš cilj je opozoriti na stanje problema poročanja rezultatov na področju in 
dvigniti zavedanje raziskovalcev v zvezi s tem. Na tej točki naša pobuda predstavlja 
prvi korak k standardizirani obliki poročanja genomike moške neplodnosti in jo bo 
potrebno razširiti, optimizirati in nadgraditi v sodelovanju s kliniki, ki bodo prispevali 
svoje znanje in zahteve po nujnih podatkih glede fenotipa, kot je na primer starost ob 
diagnozi, raven hormonov oziroma informacije o hormonskem ravnovesju in učinek 
okolja. Predlagan format je namenjen uporabi v originalnih in preglednih člankih. Vsa 
znanstvena skupnost bo morala sodelovati, z namenom, da se uredi, preoblikuje, 
dopolni in ponovno analizira predhodno objavljene podatke. Zavedamo se, da bo 
potrebno veliko časa in truda, preden bo večina revij poenotila poročanje rezultatov. 
Veliko podatkov je pridobljenih iz ene študije ali pa iz več študij, vendar z 
nasprotujočimi  izidi. Celo tiste, ki so bile ponovljene v vsaj dveh neodvisnih študijah, 
so vprašljivega pomena za kliniko, saj je vzorec bolnikov, ki so sodelovali v raziskavah, 
premajhen. Sistematični pregledni članki, ki bi uporabljale naš predlagan format, lahko 
bistveno prispevajo k razvoju področja. Naša zbirka predstavlja tudi osnutek in primer 
prakse za raziskovalce drugih področij, z namenom da se naredi naraščajoče količine 
podatkov bolj jasne, transparentne in   dostopne. Razvoj pobude, poenotenje in 
standardizacija rezultatov so dinamični procesi, kjer je prostora za neomejen razvoj in 
izboljšave. V našem primeru se je npr. potreba po poenotenju poimenovanja biotipov 
polimorfizma pojavila šele po objavi naše pobude. V vzorcu na spletni strani revije pa 
so v zahteve za nove objave že dodali tudi poenotenje biotipa polimorfizma v skladu z 
zbirko The Sequence Ontology. Na primer, v tej zbirki je lokus »single nucleotide 
variant« zaveden z identifikacijsko številko SO:0001483. 
Integrativni pregled literature in pobuda bosta nadaljnje olajšala razvoj sistemskih 
pristopov na področju moške neplodnosti. Pričakovati je, da se bo število objavljenih 
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publikacij glede na veliko maso podatkov, ki jih omogočajo tehnologije, kot so GWAS 
in NGS, povečevalo. Naš cilj je ustvariti urejeno, izčrpno in poglobljeno podatkovno 
zbirko, ki bi združevala informacije, povezane z moško neplodnostjo, ne glede na 
uporabljen študijski pristop. Poenotena oblika rezultatov bi omogočila razvoj 
podatkovne zbirke, povezovanja podatkov multi-omike in nadaljnji razvoj 
bioinformatike ter eksperimentalnih analiz. Podatkovna zbirka bi bila nadvse uporabna 
za raziskovalce, ki se ukvarjajo z genomiko, proteomiko, metabolomiko, 
bioinformatiko, z molekularnimi in biokemijskimi sistemskimi pristopi, z razvojem 
biooznačevalcev, oblikovanje platform za tarčno sekvenciranje in razvrstitev genomskih 
lokusov po pomembnosti za nadaljnje funkcionalne analize ali analize genomskega 
prekrivanja in bioloških poti.  
Celostno in transparentno poročanje je pomemben temelj za prevajanje znanja (Moher 
in sod., 2008). Tudi odlično zasnovana in izvedena študija je zgolj omejene vrednosti, 
če so dobljeni rezultati neprimerno poročani. Že kar nekaj let se daje poudarek na vidike 
dobre prakse objavljanja. Smernice za poročanje rezultatov in dodaten material k 
publikacijam, ki je na voljo na spletu, lahko pomaga pri transparentnosti asociacijskih 
študij na področju genomske epidemologije (Yesupriya in sod., 2008). Kljub temu je 
odzivnost revij in uvajanje takšnih smernic na področju genetike in dednosti navadno 
nezadostno (Nedovic in sod., 2016). Področje je zelo heterogeno, saj so podatki 
pridobljeni na različne načine, zato se je večkrat pojavilo vprašanje, kako 
implementirati takšne zahteve na področje. Vsaka revija ima svoj nabor standardov in 
objava v eni sami reviji še ne pomeni, da bodo spremembe v poročanju rezultatov 
zahtevale tudi druge revije. Malo je znanega o najbolj učinkovitih načinih za uvajanje 
smernic v prakso, zato so bili uredniki in avtorji spodbujeni k zbiranju, analiziranju in 
poročanju svojih izkušenj glede uporabe takšnih smernic. Vpliv smernic na kvaliteto 
objavljenih člankov v revijah je bil do zdaj precej kontradiktoren. Ugotovljeno je bilo, 
da je sprejetje »Konsolidiranih standardov za poročanje pri kliničnih poskusih« (angl. 
Consolidated Standards for Reporting Trials; CONSORT) (Rennie, 1996) privedlo do 
boljše kakovosti pri poročanju randomiziranih kliničnih poskusov (Alvarez in sod., 
2009, Kane in sod., 2007). Na drugi strani pa po sprejetju izjave STROBE ni bilo 
opazne izboljšave na področju poorčanja v objavljenih opazovalnih študijah (Bastuji-
Garin in sod., 2013). Nedavno pa je bilo ugotovljeno, da je sprejetje »Izjave o elementih 
pri poročanju v sistematičnih pregledih in meta-analizah« (angl. Reporting Items for 
Systematic Reviews and Meta-Analysis; PRISMA) (Liberati in sod., 2009) vodilo do 
povišanja tako v kvaliteti pri metodologiji in pri poročanju rezultatov v sistematičnih 
preglednih člankih in meta-analizah (Panic in sod., 2013). Pred pobudo STREGA še ni 
bilo usmeritev, ki bi se lotila problema nekvalitetnega poročanja rezultatov. 
Pričakovano je bilo, da bo prinesla poenotenje standardov in povišala kvaliteto 
poročanja rezultatov. Ugotovljeno je bilo, da kljub temu, da je relativno majhen delež 
znanstvenih revij pobudo sprejel kot del svojih navodil za avtorje, se je kakovost 
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poročanja rezultatov genetskih asociacijskih študij znatno povečala. Takšnega 
izboljšanja v revijah, ki niso sprejele pobude, ni bilo opaziti, kar kaže na to, da je bil 
prav kontrolni seznam bistvenih informacij vzrok za opazno izboljšanje poročanja 
(Nedovic in sod., 2016). 
5.3 OBOGATITVENA ANALIZA KANDIDATNIH LOKUSOV IN DOLOČANJE 
POVEZANIH BIOLOŠKIH POTI, BOLEZNI IN SINDROMOV 
Z bioinformacijskim orodjem ConsensusPathDB smo analizirali 936 izbranih 
posameznih lokusov pri človeku. Določili smo 230 bioloških poti, ki so ustrezale 
statistični vrednosti p < 0,01 in na podlagi največje značilnosti izbrali 15 poti. Ugotovili 
smo, da spletne podatkovne zbirke za veliko večino lokusov še niso anotirane, saj med 
značilnimi biološkimi potmi nismo našli spermatogeneze ali moške neplodnosti, kar bi 
bil pričakovan rezultat, pač pa je bil najbolj statističen rezultat povezan z žensko 
neplodnostjo jajčnikov. To je razumljivo, saj smo zbirali lokuse iz najnovejših raziskav 
zadnjih let, kaže pa tudi na prekrivanje genov pri neplodnosti moških in žensk. Vseeno 
pa smo žensko neplodnost jajčnikov in sterodidogenezo v v jajčnikih izločili iz 
nadaljnjih analiz. Rezultati kažejo tudi na to, da je idiopatska moška neplodnost 
sistemsko stanje, saj smo večino lokusov uspeli povezati z metabolnimi biološkimi 
potmi, kot je biosinteza holesterola in sinteza steroidov v jajčnikih pri ženskah ter 
drugo. Kar 149 lokusov je padlo v splošno skupino metabolizma. 19 lokusov smo uspeli 
povezati tudi z inzulinsko rezistenco, 25 lokusov pa je bilo povezanih z biološko potjo 
okužbe z virusom herpesa simpleksa. Povezava med asimptomatsko okužbo z virusom 
herpesa simpleksa in moško neplodnostjo je bila že predmet raziskav. Monavari in sod. 
so našli prisotnost virusa pri 26 neplodnih bolnikih od 70, vsi pa so imeli nižje število 
spermijev v izlivu (Monavari in sod., 2013). Vsekakor bi morali povezavo v prihodnosti 
še vzeti pod drobnogled. S povezovanjem bioloških poti med seboj smo odkrili tri 
metabolne poti, ki jim je skupnih kar 11 kandidatnih lokusov, povezanih z moško 
neplodnostjo: metabolizem folata, vitamina B12 in selena. Murphy in sod. so z 
merjenjem metabolitev v krvi in opazovanjem variant v genih metbolizma folata in 
vitamina B12 skušali dokazati povezavo z moško neplodnostjo in kvaliteto semena. V 
kvaliteti semena niso zaznali razlik, so pa dokazali značilno povezavo med nekaterimi 
SNP-ji in moško neplodnostjo (Murphy in sod., 2011). Naši rezultati so pokazali, da 
imajo dejavniki okolja in metabolizma zelo velik vpliv na pojav idiopatske moške 
neplodnosti. Podatkovna zbirka nam je omogočila, da smo pridobili podatke, ki na prvi 
pogled niso pričakovani, njihova integracija pa nam je omogočila širši pogled na 
sistemski problem moške neplodnosti. Z nadaljnim zbiranjem podatkov bomo lahko 
znanje še nadgradili, kar vodi v bolj holistične pristope obravnavanja bolezni. 
Z bioinformacijskim orodjem DAVID Bioinformatics Resources 6.8 smo raziskali 870 
vnešenih kandidatnih lokusov in pridobili 845 bolezni, ki vsebujejo kandidatne lokuse, 
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predhodno povezane z moško neplodnostjo. Izbrali smo 14 bolezni, ki so ustrezale 
Bonferronijevi statistiki (Bonferroni p-vrednost < 0,0095) in p vrednosti, manjši od 
0,05. Pričakovano je največ lokusov padlo v skupino moške neplodnosti, azoospermije 
in oligozoospermije. Druge bolezni so še endometrioza pri ženskah, adenokarcinom 
požiralnika, rak prostate, rak dojk in jajčnikov pri ženskah, kolorektalni rak, pljučni rak, 
kronična obstruktivna pljučna bolezen, endometrijske neoplazme in epitelijski rak 
jajčnikov pri ženskah. Glede na visoko pojavnost bolezni, ki se pojavljajo predvsem pri 
ženskem spolu, rezultati kažejo na to, da se kar nekaj lokusov, ki sodelujejo pri 
reprodukciji, pojavlja pri ženskah in pri moških. Walsh in sod. (2010) so pokazali, da 
imajo neplodni moški povečano tveganje za raka na prostati. Sopojavnost rinitisa in 
moške neplodnosti sta bila hkrati opisana kot klinična znaka pri primarni ciliarni 
diskineziji (angl. primary ciliary dyskinesia; PCD), pri kateri gre za sistemsko napako v 
gibljivosti bičkov in migetalk telesnih celic (Ji in sod., 2016). Z analizo genov, ki so 
povezane z razvojem dveh bolezni smo tako pripomogli k odkrivanju molekularnih 
vzrokov za sopojavnost bolezni.  
5.4 ANALIZA GENOMSKE RAZPOREDITVE LOKUSOV 
Analiza genomske razporeditve lokusov in določanje njihovega prekrivanja genov je 
pomembna, saj raziskovalcem omogoča, da se ciljno usmerijo v določene genomske 
regije, ki so prioritetno povezane z moško neplodnostjo. Wu in sod. so se npr. v svoji 
študiji ukvarjali z izažanjem miRNA in določili vzorce izražanja, poleg tega pa so 
identificiranim  lokusom določili tudi metilacijske vzorce. Ugotovili so, da je med 
dvema različnima pristopoma mogoče najti povezavo (Wu in sod., 2013).  
Podatke iz zbirke smo razvrstili na ta način, da smo lahko primerjali genomske lokacije 
različnih genetskih vzrokov. Glede na velikost mikrodelecij v regiji AZFc na 
kromosomu Y (1,6 Mbp) smo določili zgornjo mejo obsega predlaganih kritičnih regij.. 
Identificirane regije so bile celo manjše; našli smo 67 lokusov, na podlagi katerih so 
določili  15 kritičnih genomskih regij za neplodnost pri moškem. V vsako regijo spadajo 
vsaj trije lokusi. ki se nahajajo v obsegu  do 1,1 Mbp. V nekaterih primerih so kritične 
regije določali polimorfizmi, ki so bile potrjeni v več študijah. S tem pristopom smo 
uspeli okvirno določiti nekatere pomembnejše genomske regije, na katere bi se v 
nadaljevanju raziskav lahko raziskovalci natančneje osredotočili. Izkazalo se je, da je 
največ polimorfizmov, ki so si lokacijsko blizu skupaj na kromosomih 1, 2, 5, 6, 10, 11, 
12, 14, 15, 16 in 17. Določili smo prioritetne regije v genomu, predlagali usmeritev v 
bolj tarčno raziskovanje genetskih vzrokov idiopatske moške neplodnosti in odkrili 
avtosomne kritične regije, ki so enake velikosti kot že določnee regije AZF na 
kromosomu Y. Dodatno smo našli tudi  štiri ortologe pri miši, pri katerih je bila 
dokazana povezava z moško neplodnostjo s tehnologijo KO. Med temi geni so trije, ki 
kodirajo proteine in en gen za miRNA.: CATSPER1 na kromosomu 11 (Chávez in sod., 
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2014), KDM3A na kromosomu 2 (Kuroki in sod., 2013), PRM1 na kromosomu 16 
(Francis in sod., 2014) in MIR449A na kromosomu 5 (Comazzetto in sod., 2014. 
Primerjalne genomske analize so pomembne, ker omogočajo prioritizacijo 
lokusov.Lokus, ki je pri več vrstah povezan z določenim fenotipom namreč predstavlja  
močnejši kandidatni gene (Jamsai in O'Bryan, 2011). 
Potreben bo sekundarni pregled literature, saj se v odkritih kritičnih regijah 
najverjetneje nahajajo še dodatne genetske spremembe, ki jih še nismo uspeli zabeležiti. 
Na primer, potrebno bi bilo preveriti, če so v teh regijah tudi regije, udeležene v 
kromosomske spremembe. Najverjetneje se bodo rezultati z dodajanjem novih lokusov 
v zbirko še spremenili in omogočili še bolj natančno identifikacijo regij AZF. Lokacije 
avtosomnih regij AZF bomo lahko zožali in določili nove kandidatne gene. Določene 
AZF regije bi bilo potrebno poimenovati, ena izmed možnosti za poimenovanje je 
nomenklatura na osnovi citogenetske proge. Na primer, krtično regijo, ki se nahaja na  
kromosomu 16 v območju 16q21, bi bilo tako možno poimenovatiAZF16q21.   
5.5 IZDELAVA SETA POLIMORFIZMOV, KI SO ZNAČILNO POVEZANI Z 
MOŠKO NEPLODNOSTJO 
Genotipiziranje SNP-jev se vse več uporablja za asociacijske študije in iskanje genov, 
odgovornih za kompleksne genetske bolezni. Z napredki tehnologije iskanja SNP-jev, 
imajo raziskovalci možnost, da testirajo veliko število SNP v enem eksperimentu. 
Število SNP-jev v javnih podatkovnih zbirkah hitro narašča. Število vseh unikatnih 
človeških SNP v dbSNP je doseglo več kot 10 milijonov, kar se bliža teoretično 
pričakovanem številu SNP v človeškem genomu (Kruglyak in Nickerson, 2001). 
Detekcijske metode metode za odkrivanje SNP-jev so zelo raznolike, kot je raznolika 
tudi zanesljivost SNP v dbSNP. Le 50 % SNP je validiranih in manj kot 20 % 
validiranih SNP ima informacijo o MAF. Zato je pomembno, da se stori korak naprej in 
prične z izborom SNP-jev, učinkovitih in primerno validiranih za uporabo v klinične 
namene. Seveda bo potrebno še veliko validacijskih študij, preden se izdela namenska 
diagnostična mikromreža, vsekakor pa smo z izdelavo kataloga SNP naredili pomemben 
korak v klinični diagnostiki na področju moške neplodnosti pri človeku. V sklopu naše 
raziskave smo predlagali prvi set 129 polimorfizmov, povezanih z moško neplodnostjo, 
ki se lahko uporabljajo za testiranje genetskih vzrokov za moško neplodnost. Izmed njih 
smo izbrali 24 prednostnih SNP-jev, na podlagi katerih smo tudi določili  kritične 
genomske avtosomne regije, pridobljene z analizo genomske razporeditve lokusov. Ta 
nabor lahko služi kot osnova za razvoj standardiziranega seta za tarčno sekvenciranje. 
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6 SKLEPI 
- Na podlagi sistematičnega pregleda literature smo zbrali in uredili in heterogene 
genomske podatke, povezane z reprodukcijo pri moškem spolu sesalcev, ne 
glede na raziskovalni pristop, s katerim so bili pridobljeni.  
- Zbrane podatke smo dopolnili in izdelali podatkovno zbirko lokusov, povezanih 
z neplodnostjo pri devetih vrstah  sesalcev. Zbirka vsebuje 1521 lokusov, od 
tega 1395 lokusov pri človeku. 
- Na osnovi izdelane podatkovne zbirke smo oblikovali pobudo za poenotenje 
poročanja rezultatov v znanstveni literaturi na področju neplodnosti pri moškem 
spolu sesalcev, kar bo pripomoglo k poenotenju in jasnosti področja. S tem smo 
v  potrdili prvo hipotezo. Na podlagi dosedanjih objav je bilo možno izdelati 
minimalni seznam informacij, ki so pomembne za opis lokusov, povezanih z 
moško neplodnstjo, ne glede na biotip. Izbrali smo 14 tipov informacij, ki smo 
jih razporedili v pet sklopov: 1. informacije o lokusu, 2. informacije o bolnikih, 
3. metodologija, 4. informacije o fenotipu in 5. referenca. 
- Pobudo za poenotenje poročanja rezultatov smo objavili v znanstveni reviji 
Systems Biology in Reproductive Medicine, kjer je bila februarja 2017 tudi 
objavljena pod naslovom Initiative for standardization of reporting genetics of 
male infertility (Traven in sod., 2017). 
- V reviji Systems Biology in Reproductive Medicine so prepoznali pomen naše 
pobude in od leta 2017 za študije na področju genetike moške neplodnosti 
zahtevajo, da so objavljeni rezultati oblikovani v obliki preglednice s povzetimi 
rezultati. Naši predlogi in primeri dobre prakse so vključeni v spletna navodila 
za avtorje. V reviji so na podlagi naše študije vzpostavili dodatno kategorijo 
člankov, ki so jo poimenovali Clinical Corner: Diagnostics. Oblikovanje pobude 
za poenotenje rezultatov na področju moške neplodnosti predstavlja pomemben 
aplikativen rezultat, na področju smo namreč uvedli nove standarde. 
- Zbrane lokuse smo analizirali z bioinformacijskim orodjem ConsensusPathDB 
ter identificirali biološke poti, v katere so vpleteni ti geni. Ugotovili smo, da je 
bolezen sistemske narave, saj so lokusi povezani z mnogo metabolnimi potmi, 
kot je na primer  inzulinska rezistenca) in celo s potjo okužbe s virusom herpesa 
simpleksa. Rezultati kažejo, da so številni geni vpleteni v moško in žensko 
neplodnost. 
- Identificirali smo gene, ki so prisotni v največ bioloških poteh. Metabolne poti, 
ki si delijo največji  lokusov, povezanih z moško neplodnostjo so: metabolizem 
folata, vitamina B12 in selena.  
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- Na osnovi zbranih lokusov smo testirali hipotezo (hipoteza 2), če je možno 
identificirati značilno povezane biološke poti, ki bi jih bilo možno razviti v 
biooznačevalce (angl. pathway-based biomarkers). Drugo hipotezo smo potrdili 
delno, saj so biološke poti, ki smo jih pridobili zelo specifične in ne kažejo 
potenciala za razvoj diagnostičnih biooznačevalcev za rutinsko diagnostiko 
moške neplodnosti. Sklepamo, da trenutna verzija zbranih genov za moško 
nelpodnost in/ali trenutni nabor anotiranih bioloških poti v spletnih podatkovnih 
zbirkah še ne omogoča razvoja biooznačevalcev, ki bi temeljili na osnovi 
bioloških poti. 
- Zbrane lokuse za moško neplodnost smo analizirali z bioinformacijskim orodjem 
in identificirali povezane bolezni in sindrome: rak prostate, debelega črevesja, 
pljuč in rinitis. S to analizo smo prispevali k razlagi sopojavnosti bolezni na 
molekularni ravni. V literaturi je bila že predhodno opisana povezava med 
moško neplodnostjo in rakom prostate ter moško neplodnostjo in rinitisa. 
Sopojavnost rinitisa in moške neplodnosti so opisali v klinični sliki primarne 
ciliarne diskinezije. 
- Testirali smo hipotezo (hipoteza 3), če je možno poleg treh regij AZF, ki se 
nahajajo na kromosomu Y, določiti tudi nove kandidatne regije AZF na 
avtosomnih kromosomih. Podatke iz zbirke smo uporabili za primerjanje 
lokacije lokusov in pridobili genomske regije, kjer so si vzroki za moško 
neplodnost zelo blizu skupaj. Med njimi so tudi takšni, kjer gre za isti lokus, 
potrjen v več raziskavah. Identificirali  smo 15 genomskih regij, kjer so v bližini 
vsaj trije lokusi na razdalji manj kot 1,1 Mbp. Regije, ki vsebujejo več 
genomskih lokusov na območju manjšem od 1,1 Mbp se nahajajo na 
kromosomih 1, 2, 5, 6, 10, 11, 12, 14, 15, 16 in 17. S tem smo potrdili tretjo 
hipotezo, da je možno določiti kritične genomske regije, kjer se na območju, ki 
obsega manj kot 1,6 Mbp nahajajo vsaj trije lokusi, povezani z moško 
neplodnostjo. Na avtosomih smo tako predlagali kandidatne kritične regije, ki so 
po velikosti primerljive regijam na kromosomu Y, ki so podvrženim pogostim 
mikrodelecijam (AZFa, AZFb, AZFc). Štirje geni iz kandidatnih avtosomnih 
AZF regij so bili z povezani z neplodnostjo pri samcih  miši: CATSPER1, 
KDM3A,  PRM1 in MIR449A. 
- Za potrebe kliničnih študij moške neplodnosti smo iz zbranih genomskih variacij 
izbrali seznam 129 SNP-jev, povezanih z moško neplodnostjo, ki so ustrezali 
posatvljenim pogojem: razpoložljiva rs številka, vrednost p, nižja od 0,05 in 
vrednost OR, višja od 1. Med temi smo jih 24 predlagali kot prednostne, saj smo 
na njihovi podlagi določili  kritične genomske avtosomne regije. Nabor SNP-jev 
pa bo omogočil nadaljnji razvoj standardnega seta za tarčno sekvenciranje v 
praksi.  
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7 POVZETEK 
Napredki v genetiki in epigenetiki počasi, a vztrajno omogočajo odkrivanje novih 
možnosti v zvezi z nepojasnjeno moško neplodnostjo. Genom, ki so locirani na 
kromosomu X in avtosomnih kromosomih se pripisuje vedno večji pomen v zvezi z 
vpletenostjo v moško neplodnost. Na enak način je bilo dokazano, da na novo odkriti 
epigenetski dejavniki vplivajo na diferenciacijo in funkcijo moških gamet. Znanstveniki 
se ne osredotočajo več samo na posamične lokuse, kot je bila navada v preteklosti, 
ampak se poslužujejo tudi analiz na ravni celotnega genoma, kot je na primer metoda 
GWAS. Navkljub vsemu novemu znanju pa točni mehanizmi, kako genetski in 
epigenetski dejavniki vplivajo na človeško spermatogenezo, še vedno ostajajo nejasni. 
Prav tako ni podatkovne zbirke, ki bi zajemala podatke vseh vidikov moške neplodnosti 
pri sesalcih, njen obstoj pa bi zelo pripomogel k razvoju področja.  
Med pregledom literature smo ugotovili, da je navajanje rezultatov v raziskavah zelo 
raznoliko in nekonsistentno. Uporabljene tehnologije se med seboj zelo razlikujejo, 
podatki, povezani z moško neplodnostjo pa so nekonsistentni, zaradi česar je zbiranje 
podatkov iz publikacij zelo zahtevno. Celostno in transparentno poročanje je pomemben 
temelj za prevajanje znanja (Moher in sod., 2008). Tudi odlično zasnovana in izvedena 
študija je zgolj omejene vrednosti, če so dobljeni rezultati neprimerno poročani. Pobudo 
za poenotenje poročanja rezultatov na področju moške neplodnosti smo objavili v reviji 
Systems Biology in Reproductive Medicine, kjer je bila februarja 2017 tudi objavljena 
pod naslovom Initiative for standardization of reporting genetics of male infertility 
(Traven in sod., 2017). Na podlagi naše pobude je v reviji Systems Biology in 
Reproductive Medicine od leta 2017 za študije na področju moške neplodnosti potrebno 
predložiti preglednico s povzetimi rezultati. V tej znanstveni reviji so naše predloge in 
primere člankov z ustreznim prikazom vključili v spletna navodila za avtorje (Krawetz 
in sod., 2017). Pobuda predstavlja prvi korak k standardizirani obliki poročanja 
genomike moške neplodnosti. Potrebno jo bo razširiti, optimizirati in nadgraditi v 
sodelovanju s kliniki, ki bodo prispevali svoje znanje. Pobuda za poenotenje 
oblikovanja rezultatov v znanstveni literaturi je pomembna za klinične študije, saj je 
oblikovana za integriranje razpršenih podatkov v bolj celosten sistem. Naša zbirka 
predstavlja tudi osnutek in primer prakse za raziskovalce drugih področij, z namenom 
da se naredi naraščajoče količine podatkov bolj jasne, transparentne in dostopne. Cilj 
naše naloge je bil zbrati lokuse s področja moške neplodnosti na skupno mesto in jih 
opremiti z relevantnimi podatki. Prav tako smo naredili prvi korak k poenotenju 
poročanja rezultatov v študijah s področja. Izdelava podatkovne zbirke lokusov, 
povezanih z moško neplodnostjo nam je omogočila bolj celostni pregled nad boleznijo.  
Na osnovi zbranih podatkov smo nato izvedli bioinformaijcske analize. Ugotovili smo, 
da so zbrani kandidatni lokusi vključeni v raznolike biološke poti, od metabolnih – 
metabolizem folata, vitamina B12 in selena ter celo inzulinske rezistence – do drugih 
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nepričakovanih, kot je pot okužbe z virusom herpesa simpleksa. Pogledali smo tudi 
vpletenost kandidatnih lokusov z drugimi bolezni in sindromi. S to analizo smo 
prispevali k razlagi sopojavnosti bolezni na molekularni ravni. Določili smo tudi 
kritične genomske regije, kjer se na območju, ki obsega manj kot 1,6 Mbp nahajajo vsaj 
trije lokusi, povezani z moško neplodnostjo. Na avtosomih smo tako predlagali 
kandidatne kritične regije, ki so po velikosti primerljive regijam na kromosomu Y, 
podvrženim pogostim mikrodelecijam (AZFa, AZFb, AZFc). Štirje geni iz kandidatnih 
avtosomnih AZF regij so bili z neplodnostjo povezani tudi pri samcih miši. Pomen 
primerjalne genomike in zbiranja podatkov, ki so bili pridobljeni na živalskih modelih 
je velik, saj lahko s tem prenašamo znanje med vrstami, z živali na človeka in obratno. 
Velikega pomena je ne le za področje moške neplodnosti pri človeku, pač pa tudi za 
raziskave plodnosti v živinoreji. 
Neplodnost je kompleksna bolezen, zato moramo, če jo želimo razumeti, uporabiti vsa 
orodja sistemske biologije (Nuti in Krausz, 2008). Zato spodbujamo in si želimo, da bi 
naš pregled pospešil razvoj novih genetskih označevalcev in doprinesel k napredku v 
medicini in korak naprej k bolj celostnemu pristopu obravnavanja bolezni. 
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